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Uber Carboxylase. I. 


Von 
Wolfgang Langenbeck, Robert Jiittemann, Otto Schaefer 
und Heinz Wrede. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Miinster i. W.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1933.) 


Durch Modellversuche haben wir es friiher wahrscheinlich 
gemacht, daB die aktive Gruppe der Carboxylase eine Amino- 
gruppe ist, die durch aktivierende Gruppen reaktionsfahig 
wird.') Diese Ergebnisse bauen wir nach mehreren Richtungen 
hin aus; wir versuchen einerseits eine hédhere Aktivitit der 
Carboxylasemodelle zu erreichen, andererseits analoge Modelle 
fiir andere Fermente aufzufinden. Eine dritte Arbeitsrichtung 
beginnen wir mit der vorliegenden Veréffentlichung. Die Carb- 
oxylase soll einer méglichst weitgehenden Reinigung unterzogen 
und mit den Modellen verglichen werden. 

Versuche zur Isolierung der Carboxylase liegen, soweit wir 
aus der Literatur ersehen kénnen, bisher nicht vor. Nur fiir die 
Co-Carboxylase hat E. Auhagen?”) ein Verfahren zur Anreicherung 
beschrieben. Allgemein sind Girungsfermente, abgesehen von der 
Co-Zymase, bisher iitberhaupt kaum gereinigt worden, so da8 wir 
auch von diesem Gesichtspunkt aus zu unserer Arbeit angeregt 
wurden. 

Die Zymase ist bekanntlich durch ihre groBe Unbestindigkeit 
ausgezeichnet, und auch die Carboxylase, als Komponente der 
Zymase, besitzt in Hefe-Mazerationssiften schon diese Kigenschaft, 
wenn auch die Bestindigkeit bei den einzelnen Heferassen in 
weiten Grenzen schwanken kann. Jedenfalls war es unsere Haupt- 
aufgabe, eine Arbeitsweise zu finden, mit der sich auch unbestindige 
Fermente reinigen lassen. Eine solche Methode wiirde iiber den 





1) Zusammenfassungen: Langenbeck, Z. angew. Chem. 45, 97 (1932); 


Ergebn. Enzymforschung 2, 314 (1933). 
2) Diese Z. 204, 149 (1932); 209, 20 (1932); Biochem. Z. 258, 330 (1933). 
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Einzelfall hinaus von allgemeiner Bedeutung sein, da auch die 
Fermente, die in rohem Zustand bestiindig sind, in hodheren 
Reinheitsgraden labil werden. Gerade durch diese Erscheinung 
wird es ja mit bedingt, daB die Enzyme sich bisher nicht iso- 
lieren lassen. 

Wir benutzten zunichst die Beobachtung von F. F. Nord), 
daB Zymase sich in eingefrorenem Zustande lange unverindert 
halt. Auch die Carboxylase libt sich auf diese Weise auf- 
bewahren, wie es schon Auhagen?’) beschrieben hat. Ein Nach- 
teil der Arbeitsweise ist es, da man fiir jeden Reinigungsgang 
die Lésungen auftauen muB. Bei griberen Flissigkeitsmengen 
verursacht das einen erheblichen Zeitverlust. Wiahrend des Auf- 
tauens ist das Ferment nicht geschiitzt, da es schon bei 0° all- 
mihlich zerstért wird. Deshalb haben wir versucht, durch Zu- 
sitze die Liésungen auch bei —20° noch fliissig zu halten, in 
der Annahme, daB bei dieser Temperatur das Ferment keine 
Verinderungen erleiden wiirde. Diese Erwartung hat sich auch 
bestiitigt. Als Zusatz erwies sich das Methanol am geeignetsten, 
da es dem Wasser in seinen Lésungseigenschaften am nichsten 
steht, infolge seines kleinen Molekulargewichts die stiirkste Gefrier- 
punktserniedrigung erwarten labt, und wegen seines niedrigen 
Siedepunktes leicht wieder aus den Loésungen entfernt werden 
kann. Durch '/, Volumen zugesetzten Methanols wird der Gefrier- 
punkt des Wassers auf etwa —22° erniedrigt. In solchen 
Mischungen bleibt die Carboxylase gelést und hilt sich bei der 
tiefen Temperatur recht gut. Unsere Versuche haben gezeigt, 
da8 man wihrend der ganzen Reinigung diese Temperatur ein- 
halten und dadurch die Fermentlésungen vor Zersetzung schiitzen 
kann. 

Durch den Zusatz von Methanol fillt aus den Mazerations- 
siften bereits ein groBer Teil der EKiweiBstoffe aus, wihrend die 
Carboxylase in Lésung bleibt. Der Rest der Proteine liBt sich 
mit Tannin niederschlagen, wobei unter besonderen Bedingungen 
das Ferment nicht mit ausgefillt wird. Dadurch wird es sehr 
unwahrscheinlich, da8 die Carboxylase ein Protein ist. Der Ein- 
wand, dafi die Tanninfillung nicht quantitativ verliuft, also ein 
eiweiBhaltiges Enzym noch im Filtrat bleiben kénnte, ist wohl 
nicht stichhaltig. Die Carboxylase miiBte als Protein mindestens 





) Ergebn. Enzymforschung 1, 79 (1932). 
) Diese Z. 209, 20 (1932). 





ax ABS 4S, lO OEM 








, rl bn ol | aml 





Uber Carboxylase. I. 3 


zum groBten Teil durch den Niederschlag mitgerissen werden. 
Wir haben aber Versuche durchgefiihrt, bei denen die Wirkung 
nach der Fallung quantitativ erhalten blieb oder sogar noch eine 
Steigerung erfuhr, 

Die Carboxylase ist iibrigens nicht das einzige Ferment, das 
in verdiinntem Methanol durch Tannin nicht gefallt wird. Wir 
fanden, daB man auch die Saccharase auf diesem Wege leicht 
eiweiBfrei erhalten kann. 

Zur weiteren Reinigung der Carboxylase haben wir das iiber- 
schiissige T'annin mit Hautpulver entfernt. Dieses Reagens, das 
bisher nur in der Gerbstoffanalyse Verwendung gefunden hat, 
erwies sich fiir enzymchemische Zwecke ausgezeichnet brauchbar, 
da es alles Tannin aufnahm ohne nennenswerte Mengen Ferment 
zu adsorbieren. Daran schloB sich endlich eine Tonerdeadsorption 
an und eine Elution mit primairem Phosphat. 

Unser bestes Carboxylasepriiparat hatte nach der Dialyse nur 
‘/,000 Yom Trockengewicht des rohen Mazerationssaftes, auf die 
gleiche Aktivitit berechnet. Diese war vor der Dialyse bestimmt 
worden, da die gereinigte Carboxylase iuBerst empfindlich ist und 
bei Zimmertemperatur rasch zugrunde geht. Sobald uns eine 
geeignete Kiihlanlage zur Verfiigung steht, werden wir versuchen, 
die Dialyse bei —20° durchzufihren. Die reinsten Priiparate 
waren vor der Dialyse frei von Saccharase, Maltase und Hefe- 
trypsin. Die Frage, ob sich die ,Carboligase* von der Carb- 
oxylase trennen laBt, werden wir in einer spiiteren Arbeit be- 
handeln. 


Den Herren Prof. P. Esch und Prof. W. Benecke, Miinster, die uns 
ihre Warburg-Apparaturen zeitweise zur Verfiigung gestellt haben, sind wir 
sehr zu Dank verpflichtet. 

Der Germania-Brauerei, Miinster, insbesondere Herrn Dr. Haller- 
mann, ferner Herrn Dr. H. Fink und der Hackerbriiu A.G., Miinchen, 
danken wir bestens fiir die Uberlassung von reiner gewaschener Hefe. 


Versuchsteil. 

Ausgangsmaterial. Dazu diente gewaschene und geprefte 
Brauerei-Unterhefe, die teils aus der Germania-Brauerei, Miinster, 
teils aus der Hackerbriiu, Miinchen, stammte. Da die beiden Hefe- 
rassen sich in einigen Punkten verschieden verhielten, werden wir 
die beiden Versuchsreihen getrennt beschreiben. Die Hefe wurde 
zur Bereitung von Trockenhefe in iiblicher Weise durch ein 5 mm- 
Sieb gepreBt, ausgebreitet und 4—6 Tage bei Zimmertemperatur 
getrocknet. Zur Darstellung der Mazerationssifte wurden 1 Teil 

1 * 
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Trockenhefe mit 3 Teilen Wasser angeriihrt und 3 Stunden im 
Thermostaten bei 30° aufbewahrt. Durch Abzentrifugieren wurde 
der Rohsaft gewonnen. 

MeBmethode. Die Aktivitiit der Carboxylaselésungen haben 
wir durch Messung der Kohlendioxydmengen aus Brenztrauben- 
siure in Barcroft-Warburg-Manometern bestimmt.') Das 
Acidititsoptimum ist von H. v. Euler und 8. Karlsson?) zwischen 
Py 4,9 und 5,5, von KE. Higglund und T. Rosenqvist®*) zwischen 
Px 3,5 und 6,0 gefunden worden. Wir haben daher 0,3 mol. 
Acetatpuffer 1:1 (p,, 4,7) verwendet, in dem wir brenztrauben- 
saures Natrium lésten. 

Eine zweckmiafBige Darstellung von Brenztraubensiiure haben 
wir friiher beschrieben.*) Das Natriumsalz erhielten wir am 
besten auf folgende Weise: Im Vakuum frisch destillierte Brenz- 
traubensiure wurde in 96°/,igem Alkohol gelist und mit einer 
Auflésung von festem Atznatron in 96°/,igem Alkohol unter guter 
Hiskiihlung fast neutralisiert. Das Salz wurde mit Alkohol ge- 
waschen und im Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium getrocknet. 


mn/Win 
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Fig.1. Aktivitits-pg-Kurve der Carboxylase. 


UnterlieS man die Kihlung oder neutralisierte mit einer wasser- 
haltigen Natronlauge, so erhielt man ein unreines hygroskopisches 
Salz. Richtig zubereitetes brenztraubensaures Natrium hielt sich 
an der Luft unbegrenzt. 

Um die optimale Substratkonzentration zu finden, haben wir 
die Aktivitiits-ps-Kurve der Carboxylase aufgenommen.5) Als 





1) Vgl. Warburg, Kubowitz u. Christian, Biochem. Z. 227, 
252 (1930). 

2) Biochem. Z. 130, 553 (1922). 

3) Biochem. Z. 180, 61 (1927). 

4) Langenbeck u. Hutschenreuter, Z. anorg. u. allg. Chem. 188, 
8 (1930). 
5) Diese Messung hat Herr Schlockermann ausgefiihrt. 
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Uber Carboxylase. I. 5 


Enzymlésung diente ein 10fach verdiinnter Mazerationssaft aus 
Miinsterer Hefe, der mit Kaolin gekliirt worden war. Simtliche 
Substratkonzentrationen wurden zu gleicher Zeit in verschiedenen 
Atmungstrégen gemessen. Jeder Trog enthielt 0,5 ccm Ferment- 
lésung, 1,5 cem Acetatpuffer und 1—32 mg _ brenztraubensaures 
Natrium. Die Kurve (Fig. 1) zeigt bei 2 mg Natriumsalz pro 
Kubikzentimeter ein Maximum. 

Auf Grund dieser Versuche haben wir folgende Ansiitze be- 
nutzt: In 20ccem 0,3 mol.Acetatpuffer 1:1 wurden 40mg brenztrauben- 
saures Natrium eingewogen. Diese Lésung wurde wegen der Zer- 
setzlichkeit der Brenztraubensiiure jeden Tag frisch angesetzt. 
In jeden Atmungstrog wurden dann 0,25 cem Fermentlésung und 
1,75 com Pufter-Substratmischung eingefiillt.Spiter haben wir 0,5 ccm 
Puffer durch Hefekochsaft ersetzt: 0,25 com Ferment, 0,5 ccm 
Kochsaft und 1,25 cem Puffer. Die Messung wurde in der be- 
kannten Schiittelapparatur bei 20° durchgefiihrt, wobei alle 
5 Minuten der Manometerstand abgelesen wurde. 

Enzymeinheiten. Als Carboxylaseeinheit (C.-K.) definieren 
wir diejenige Fermentmenge, die bei der angegebenen Substrat- 
konzentration und Aciditiit in 1 Minute 1 cmm Kohlendioxyd in 
Freiheit setzt. 

Der Carboxylasewert (C.-W.) ist die Zahl der Carboxylase- 
einheiten in 1 mg Trockengewicht. 

Die Aktivitiit von Fermentlésungen wird durch C.-E./ccm aus- 
vedriickt. 

I. Versuche mit Miinsterer Hefe.') C.-\W.-Bestimmung des 
Rohsaftes. Der Rohsaft wurde auf das 10fache Volumen ver- 
diinnt. 0,5 ccm enthielten dann 2,7 C.-E. Die Trockengewichts- 
bestimmung ergab in 1 ccm 15,6 mg. Daher 

— 2,7 
C.-W. = 156-05 = 0,35. 

Bestindigkeit der Carboxylase. Unverdiinnter Maze- 
rationssaft von 92 C.-E./cem enthielt nach 24 stiindigem Stehen 
bei 18° nur noch 2,2 C.-E./ecm. Ein anderer Saft sank in 17 Stunden 
bei 0° von 148 C.-E./cem auf 38 C.-E./ccm. Mit Eis—Koch- 
salzmischung eingefroren zeigte dieser nach 17 Stunden noch 
103 C.-E./ecm. 








1) Von unseren sehr zahlreichen Versuchen geben wir nur die charakte- 
ristischen wieder. Einzelheiten kénnen in den spiiter erscheinenden Disser- 
tationen von O. Schaefer und H. Wrede eingesehen werden. 
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Co-Carboxylase. Die folgenden Versuche zeigten, daB in 
dieser Hefe die Co-Carboxylase zwar kochbestindig war, aber in 
der ungekochten Lésung durch ein Ferment ebenfalls zerstirt 
wurde.') Von einem verdiinnten Mazerationssaft (A) wurde die 
eine Hilfte sofort nach der Darstellung aufgekocht (B). Sie er- 
wies sich als vollstiindig inaktiv, enthielt aber noch die Co-Carboxy- 
lase. A wurde durch 3/, Volumen B nur von 25 auf 32 C.-E./cem 
aktiviert. Nun wurde A 4 Stunden bei 30° aufbewahrt. Die Akti- 
vitat betrug dann ohne B 4,4 C.-E./ccm, mit B 10 C.-E./ecm. Zu 
Anfang war also in A noch fast soviel Co-Carboxylase enthalten, 
als zur maximalen Aktivierung ausreichte, nach 4 Stunden dagegen 
nicht mehr. 

In der Folgezeit haben wir daher bei den Messungen immer 
0,5 ccm Kochsaft aus frischer Hefe zugesetzt (vgl. oben). Bereitung 
des Kochsaftes: 125 ccm Wasser wurden auf 80° erhitzt und 
250 g Bickerhefe im Laufe von 15 Minuten unter Umriihren ein- 
getragen. Die Temperatur wurde noch 15 Minuten auf 80° ge- 
halten und der Kochsaft dann zentrifugiert. 

Verhalten der Carboxylase in 30°/, igem Methanol. 
5 ccm Mazerationssaft wurden auf 50 ccm verdiinnt, mit 1,7 ccm 
0,3 mol. Essigsiiure versetzt, mit 5 g Kaolin geschiittelt und zentri- 
fugiert. Die Lésung enthielt 6,36 C.-E./cem. 10 ccm davon wurden 
mit 5 ccm Methanol versetzt und vom ausgefillten KiweiB ab- 
zentrifugiert. Aktivitit 5,9 C.-E./ccm. Zieht man die stirkere 
Verdiinnung in Rechnung, so war der Methanol-Saft sogar noch 
etwas aktiver geworden. Die Lésung enthielt nach 19 stiindigem 
Stehen noch 3,3 C.-E./ecm. Methanol wirkte also ausgesprochen 
konservierend auf die Carboxylase. Bei —15° blieb eine andere 
Lésung 17 Stunden lang genau konstant bei 7,0 C.-E./ccm. 

Reinigung der Carboxylase mit Hilfe von Tannin. 
Versuche zur Trennung von Saccharase. 5ccm Mazerations- 
saft wurden auf 50 ccm aufgefillt, mit 5 ccm 0,12 mol. Essigsiiure 
und 5g Kaolin versetzt, einige Minuten umgeriihrt und zentri- 
fugiert. Die Lésung wurde mit dem halben Volum Methanol ge- 
mischt und vom ausgeschiedenen EiweiB wieder abzentrifugiert. 
Je 10 ccm versetzte man darauf mit verschiedenen Mengen (0,2 
bis 1,0 ccm) einer 5°/, igen Lésung von Tannin in 30°/, igem 
Methanol. Die Niederschliige wurden abzentrifugiert und die 
Lésungen auf ihre Carboxylase- und Saccharase-Wirkung unter- 
sucht. Das Ergebnis ist in Fig. 2 wiedergegeben. 





1) Vgl. E. Auhagen, Biochem. Z. 258, 334 (1933). 
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Uber Carboxylase. I. 7 

Auf der Ordinate sind die Aktivititen der iiberstehenden 
Lésungen bei Zusatz verschiedener Tanninmengen aufgetragen, 
ausgedriickt in Prozenten der Aktivitiit ohne Tanninzusatz. Die 
Aktivitét der Carboxylase steigt zuerst bei 0,4 ccm Tanninliésung 
auf 177°/,, offenbar wird durch die Ausfillung von EiweiB eine 
Hemmung beseitigt. Dann fillt die Kurve steil ab. Die Saccharase- 
kurve fallt viel langsamer. Daraus geht hervor, da es nicht 
méglich ist, eine von Saccharase freie Carboxylase durch einfache 
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Fig. 2. Verhalten von Carboxylase und Saccharase bei der Tanninfillung. 





Tanninfillung zu erhalten. Andere Aciditiiten haben wir nicht 
untersucht, da die Trennung spiiter auf einem anderen Wege sehr 
glatt gelang. Die mit Tannin versetzten Lisungen gaben mit 
Sulfosalicylsiure keine Triibungen. 

II, Versuche mit Miinchener Hefe. Bestiindigkeit. Mazerations- 
saft aus Hackerbriuhefe blieb, im Gegensatz zu dem aus Miinsterer 
Hefe, bei Zimmertemperatur iiber Nacht in der Carboxylasewirkung 
fast unverindert. Trotzdem muBte auch bei dieser Hefe Tief- 
kiihlung angewandt werden, da in héheren Reinheitsgraden die 
Bestindigkeit sehr gering wurde. 

Reinigung der Carboxylase durch Tanninfallung und 
Tonerdeadsorption, Von den mehrfachen Versuchen, die wir 
alle auf ihnliche Weise durchgefiihrt haben, beschreiben wir nur 
ein Beispiel. Mazerationssaft aus 20 ¢ Hefe + 60 ccm Wasser wurde 
abzentrifugiert, die Hefereste nochmals mit 60 ccm Wasser auf- 
geriihrt und wieder abgeschleudert. Das Gesamtvolumen betrug dann 
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90 ccm. Dazu kamen 45 ccm Methanol und 27 ccm 0,3 mol. 
Essigsiure. Nach dem Abzentrifugieren betrug das Volumen 
148 ccm. 

Nun wurde die Lésung in einer Eis—Chlorcalcium-Mischung 
im DewargefaB auf — 20° gekiihlt und wihrend der folgenden 
Behandlung stets méglichst genau auf dieser Temperatur ge- 
halten. 4 Proben zu je 25 ccm wurden getrennt mit Tannin ver- 
setzt. Dabei war es nicht gleichgiiltig, wie die Komponenten 
zusammengegeben wurden. Die besten Ergebnisse erzielten wir, 
wenn wir die gekiihlten Lésungen in gleichmiBigem Strahl in je 
1 ccm gekihlte 5°/,ige Tanninlésung (Tannin in 30°/,igem 
Methanol) einflieBen lieBen. Nach kurzem Stehen wurde ab- 
zentrifugiert. 

Wir fanden bei den 4 Tanninfillungen in den iiberstehenden 
Lésungen 35, 61, 24 und 21 C.-E./ccm. Das Gesamtvolumen be- 
trug 72 ccm. Zur Entfernung des iiberschiissigen Tannins wurde 
bei — 20° 11/, Stunden mit 1,44 g¢ Hautpulver (pro analysi, Merck) 
behandelt. Nach dem Absaugen durch ein grobes Glassinterfilter 
wurden 57 ccm tanninfreies Filtrat erhalten (Priifung mit EHisen- 
chlorid), Aktivitit 42 C.-E./ccm. 

Die Lésung wurde nun mit 14,2 ccm einer Aufschlimmung 
von gealterter Tonerde B in 30°/,igem Methanol (13,6 mg Al,O, 
pro Kubikzentimeter) versetzt. Nach 30 Minuten wurde die Ton- 
erde abgeschleudert, 3 mal mit je 30 ccm verdiinntem Methanol 
gewaschen und nochmals mit 14,2 ccm verdiinntem Methanol auf- 
geriihrt. Die Suspension enthielt 77 C.-E./ccm. 12,5 ccm davon 
wurden mit 62,5 ccm primirem Kaliumphosphat (2 Vol. 0,1 mol. 
KH,PO, + 1 Vol. Methanol) 3 Stunden bei — 20° eluiert. Akti- 
vitit des Eluats = 18,1 C.-E./ccm. 

66,5 ccm des Eluates wurden im rotierenden Dialysator durch 
Cellophan mehrere Tage dialysiert. Die Liésung reagierte dann 
nicht mit Sulfosalicylsiure oder Millonschem Reagens und er- 
gab ein Trockengewicht von 3,5 mg. Dayon waren 0,7 mg Asche- 
bestandteile. Daraus berechnet sich 

Linco eee, 
3,9 ' 


d. h. etwa der 1000 fache Wert des Rohsaftes. 


Trennung der Carboxylase von anderen Fermenten. 
Der beschriebene Reinigungsgang bewirkte zugleich eine Trennung 
der Carboxylase von Saccharase, Maltase und Hefetrypsin. 
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8 ccm des Rohsaftes enthielten 0,014 Saccharaseeinheiten }), 
3ccm des mit Tannin und Hautpulver behandelten Saftes 0,012 8.-E. 
(eiweiBfrei!). Das Eluat dagegen enthielt keine nachweisbaren 
Mengen Saccharase mehr. 

5 ccm eines mit Methanol und Essigsiiure behandelten Roh- 
saftes enthielten keine Maltase.?) Wahrscheinlich war dieses 
Ferment schon bei der Bereitung der Trockenhefe zugrunde 
gegangen. 

Die Bestimmung des Hefetrypsins mit Gelatine*) ergab mit 
3 ccm Rohsaft nach 24 Stunden 0,75 ccm KOH, nach der Fallung 
mit Methanol und Essigsiure nur noch 0,25 ccm. 


') Bestimmung nach Willstitter u. Steibelt, Diese Z. 115, 211 
(1921). 
*) Bestimmung nach Willstitter u. Steibelt, Diese Z. 111, 157 
(1920). 
*) Willstitter u. Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926). 

















Zur Faulnis des Oxyprolins. 


Von 


Werner Keil und Adolf Giinther. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kénigsberg i. Pr.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1933.) 


Durch Ackermann?) wurde im Jahre 1911 zuerst festgestellt. 
daB Prolin bei der Fiulnis unter Ringsprengung in d-Amino- 
valeriansiure verwandelt wird. Dieser Befund wurde kurze Zeit 
darauf von Neuberg?”) bestiitigt. Er konnte als weiteres Abbau- 
produkt noch die n-Valeriansiure nachweisen. Neuberg hatte 
schon friiher darauf hingewiesen, daB bei der Faulnis der beiden 
Proline mit der Entstehung von d-Aminovaleriansiure zu rechnen 
sel. Dieses war bislang nur fiir Prolin bewiesen. Oxyprolin wurde 
noch nicht zu Faulnisversuchen herangezogen. In Anbetracht 
der eigentiimlichen Tatsache, daf Oxyprolin nur in tierischem 
EiweiB, nicht aber in pflanzlichem Eiweif als Spaltprodukt auf- 
gefunden werden konnte (Kapfhammer’), schien uns ein Fiiulnis- 
versuch mit Oxyprolin nicht ohne Bedeutung. 

Falls Oxyprolin von Faulnisbakterien angegriffen wurde, waren 
drei stickstoffhaltige Abbauprodukte zu erwarten: Prolin, durch 
Reduktion des Oxyprolins, y-Oxy-d-aminovaleriansiiure, durch 
direkte Spaltung des Oxyprolins und 0-Aminovaleriansiiure, durch 
Reduktion der y-Oxy-d-aminovaleriansiiure bzw. durch Fiaulnis 
von intermediir gebildetem Prolin. Trotz sorgfiltigster Aufarbei- 
tung des Faulnisgemisches konnte jedoch nur 6-Aminovalerian- 
siiure neben etwas unverindertem ]-Oxyprolin aufgefunden werden. 
Die Frage, ob Oxyprolin erst zu Prolin reduziert wird, oder erst 
zu 7-Oxy-d-aminovaleriansiiure gespalten wird, konnte nicht ent- 
schieden werden. Ob neben Aminovaleriansiiure noch Valeriansiiure 
entsteht, wurde nicht untersucht. 





1) D. Ackermann, Z. Biol. 57, 104 (1911). 
*) C. Neuberg, Biochem. Z. 37, 490 (1911). 
*) H. Sporer u. J. Kapfhammer, Diese Z. 187, 84 (1930). 
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Beschreibung der Versuche. 


Faulnis von Oxyprolin. 10 ¢ reines 1-Oxyprolin (Hoffmann- 
La Roche) werden in 500 ccm Leitungswasser gelést. Man ver- 
setzt mit 1,2 g Natriumchlorid, 1,0 g Pepton, 3 g Traubenzucker, 
einer Spur Magnesiumsulfat und einer Spur Natriumphosphat. 
Dann wird solange Sodalisung zugesetzt, bis deutlich alkalische 
Reaktion vorhanden ist. Jetzt wird mit etwas Faulfliissigkeit aus 
gefaultem Pankreas angeimpft. Die Flissigkeit wird in verstopfter 
Flasche im Brutschrank bei 38° aufbewahrt. Die nach kurzer 
Zeit eintretende Siiuerung wird jedesmal wieder durch Sodalésung 
abgestumpft. Nach 12 Tagen ist keine Siuerung der Fliissigkeit 
mehr festzustellen. Die filtrierte klare Fliissigkeit zeigt keine 
Trommersche Reaktion auf Traubenzucker mehr. Sie wird aut 
etwa 200 ccm eingedampft. Man siuert mit Schwefelsiiure an, bis 
deren Gehalt 5°/, entspricht. Dann wird mit Phosphorwolfram- 
siure ausgefillt. Das Phosphorwolframat wird in iiblicher Weise 
mit Baryt zersetzt. Die erhaltene Basenlésung hinterlaft beim 
Kindampfen einen mit Krystallen durchsetzten Sirup von etwa 2 g. 


Isolierung der 0-Aminovalerianséure. Die Basen der Phosphor- 
wolframfillung werden mit absolutem Alkohol in der Kilte mehr- 
mals ausgezogen. Der nicht in Alkohol lésliche Riickstand er- 
weist sich als nicht angegriffenes Oxyprolin (etwa 1g). Die alkoho- 
lischen Ausziige werden eingedampft. Es hinterbleibt ein in 
Alkohol léslicher Sirup. Ein Teil desselben wird in verdiinnter 
Natronlauge geliést. Dann schiittelt man mit ¢-Naphthylisocyanat. 
Nach 12 Stunden wird vom «@-Naphthylharnstoff abfiltriert. Die 
mit Salzsiiure ausgefillte «-Naphthylureidosiiure wird wiederholt 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Sie wird zur Analyse 
bei 100° im Vakuum getrocknet. 

4,799 mg Subst.: 11,791 mg CO,, 2,79 mg H,O. — 2,790 mg Subst.: 
0,243 cem N (25,5°, 754 mm). 

C,H,,0,N, (286,1) Ber. C 67,14 H 6,34 N 9,79 
Gef. ,, 67,02 » 6,51 5) 9,98. 


Die «-Naphthylureido-5-valeriansiiure bildet perlmutter- 
gliinzende Bliittchen. Sie schmilzt, wie verlangt’), bei 197° (u). 
Das dabei entstehende feste Zersetzungsprodukt schmilzt bei 231°. 
Kin Mischschmelzpunkt mit synthetischer Siure zeigte keine 
Depression. 


!) W. Keil, Diese Z. 207, 251 (1932). 
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Um sicher zu gehen, da diese in Alkohol lésliche Basen- 
fraktion kein Prolin enthalt, wird ein weiterer Teil des alkohol- 
léslichen Sirups mit Natronlauge und Dimethylsulfat methyliert. 
Aus Prolin hitte dabei Stachydrin entstehen miissen, das leicht 
zu identifizieren ist. Doch das Methylierungsprodukt erwies sich 
einwandfrei als permethylierte 0-Aminovaleriansiure (d-Dimethy]- 
aminovaleriansiiure-methylbetain). Sie wird als Chloroaurat ge- 
wonnen und zeigt den verlangten Schmelzpunkt von 166° (u), 
(Ackermann und Kutscher’) 165—166°] 

Auch im Filtrat der Phosphorwolframfallung lieB sich auBer 
einer kleinen Menge von d-Aminovaleriansiure kein Prolin oder 
yv-Oxy-d-aminovaleriansiure nachweisen. 


Zusammenfassung. 
1-Oxyprolin wird durch Faulnisbakterien in 5-Aminovalerian- 
siure verwandelt. Ein Zwischenprodukt, Prolin oder y-Oxy- 
d-aminovaleriansiure konnte nicht nachgewiesen werden. 


1) D. Ackermann u. F. Kutscher, Z. Biol. 72, 177 (1920). 
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Uber die Amylasen der Leukocyten. II.°) 
(Neunte Abhandlung tiber Enzyme der Leukocyten.) 
Von 


Richard Willstiitter und Margarete Rehdewald. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1933.) 


Unsere erste Untersuchung der leukocytiiren Amylasen hatte das 
unerwartete Ergebnis, daf deren mehrere mit scharfen Unterschieden 
existieren: ,,zwei Lyo-amylasen und drei, wahrscheinlich vier?) Desmo- 
amylasen.“ Jene Beschreibung war gewiB nicht einfach, sie mochte 
als zu kompliziert erscheinen. Die Nachprifung und Erweiterung 
der Untersuchung hat aber nicht nur die Richtigkeit der experi- 
mentellen Angaben bestiitigt, sondern das Bild dieser Enzymgruppe 
wesentlich vervollstindigt. Es ist in Wahrheit noch weit mannig- 
faltiger. Aber man darf nicht einwenden, die Ergebnisse seien 
zu kompliziert. Die Beobachtungen, gewiB nicht einmalige, kénnen 
als gesichert gelten, und man darf theoretische Folgerungen darauf 
criinden. Die einzelnen Amylasen zeigen solche Unterschiede, daB 
ihre Analyse einen Fortschritt in der Beschreibung der Enzyme 
erméglicht. 

Den Schliissel zu tieferem Eindringen in dieses Gebiet hat 
eine Beobachtung unserer VIII. Arbeit*) (Uber die Maltasen der 
Leukocyten) in unsere Hinde gelegt: Die Glycerinausziige der 
Leukocyten, die ohne Wirkung auf Maltose sind, enthalten 
dennoch Maltase, nimlich durch Glycerin vollkommen gehemmte 
Maltase. Ebenso erweisen sich nun auch solche Glycerinausziige 
von Leukocyten, niimlich von rasch entwiisserten, die unsere Ab- 





1) Fortsetzung der ersten Arbeit (Abh. VI dieser Reihe), Diese Z. 203, 
189 (1931). 

2) Diese Unterscheidung ist nicht dieselbe wie die in der vorliegen- 
den Arbeit durchgefiihrte von 4 Desmo-amylasen. In der VI. Abh. hat man 
es mit einer Gruppe von Desmo-amylasen zu tun und mit einer ver- 
muteten zweiten Desmo-amylase. 
°) Diese Z. 209, 33 (1932). 
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handlung VI als amylolytisch unwirksam beschrieben hatte, als 
dennoch amylasehaltig. Es gibt also nicht nur, wie wir von An- 
fang an bemerkt hatten, unlésliche Amylasen, die durch Glycerin 
gehemmt werden, es gibt auch glycerinlésliche mit demselben 
Merkmal. 

Dieses Merkmal gesellt sich zu einem weiteren, das schon 
die Unterscheidung zweier Lyo-amylasen und die Unterscheidung 
der leicht zuginglichen «-Lyo-amylase, die aus Frischleukocyten 
mit Glycerin entsteht, von Pankreasamylase erlaubt hatte: d. i, 
die Unwirksamkeit beim Fehlen yon Phosphation. Unsere Analyse 
der leukocytiren Amylasen stiitzt sich also auf die beiden Eigen- 
schaften: 

a) Amylase ist durch Glycerin hemmbar (+a) oder sie wird 
durch dieses nicht gehemmt (—a); 

b) Amylase ist unabhangig von zusitzlichem Phosphat (+b), 
also mit und ohne Phosphation voll wirksam, oder sie ist inaktiv 
ohne Zusatz von Phosphat (—b). 

Die beiden Merkmale bestimmen die Existenz von 4 Amy- 
lasen: +a+b, +a—b, —a+b, —a—b. Die Zahl der Méglich- 
keiten wird durch das allererste Merkmal — Léslichkeit in Gly- 
cerin — verdoppelt. Daher sind 4 Lyo- und entsprechende 4 Desmo- 
amylasen zu erwarten, wabrscheinlich Gruppen von Desmo-amy- 
lasen. Die Untersuchung der durch Glycerin hemmbaren, von 
Phosphat unabhingigen Desmo-amylase der VI. Arbeit hatte nim- 
lich ergeben, da sie sich aus 3 Fraktionen zusammensetzt: einer 
in Dinatriumphosphat (und anderen Elektrolytlésungen) lislichen (/), 
einer durch Wirkung pflanzlicher Proteinase auflésbaren (7) und 
einer dritten Fraktion (6), die weder mit Elektrolyten noch durch 
Papain in Lésung iibergefiihrt werden kann. Diese Fraktionen 
sollten nicht mit der in Abh. VI vermuteten (#) Desmo-amylase 
von entgegengesetztem Verhalten (nicht hemmbar durch Glycerin: 
Phosphatzusatz erfordernd) koordiniert, sondern als Glieder einer 
einzigen Gruppe von Desmo-amylasen angesehen werden. Sie 
behalten bei der Uberfiihrung in elektrolythaltige Liésung mit 
oder ohne Proteinasenwirkung ihre bestimmenden Merkmale der 
Glycerinhemmbarkeit und Phosphatunabhingigkeit unveriindert bei. 
Nur die Varianten hinsichtlich dieser Eigenschaften seien als ver- 
schiedene Desmo-amylasen aufgezihlt. 

Der Rahmen der Nomenklatur, den wir in der ersten Unter- 
suchung dieser Amylasen aufgestellt hatten, war zu eng. Er ist 
so zu erweitern und abzuiindern, dai die Zusammenhiinge und 
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genetischen Beziehungen, die unsere Versuche wahrscheinlich 
machen, zwischen gleichartigen Desmo- und Lyo-amylasen und 
zwischen den in den Hauptmerkmalen verschiedenen Amylasen 
der Leukocyten Rechnung getragen wird. 

Wir haben gelernt, die gemi® den 3 Merkmalen Glycerin- 
lislichkeit, Glycerinhemmbarkeit, Phosphatunabhingigkeit még- 
lichen 8 Enzyme darzustellen, also: 

I. Lyo- und Desmo-amylase +a-+b, durch Glycerin hemm- 
bar und unabhiingig von zusiitzlichem Phosphat; 

II. Lyo- und Desmo-amylase --a—b, durch Glycerin hemm- 
bar und Phosphatzusatz erfordernd. 

III. Lyo- und Desmo-amylase —a+b, durch Glycerin nicht 
cehemmt, unabhiingig von Phosphat. 

IV. Lyo- und Desmo-amylase —a—b, durch Glycerin nicht 
sehemmt, inaktiv ohne Phosphatzusatz. 

Wenn unsere Untersuchung einen Fortschritt in einer mehr 
dynamischen Betrachtung der enzymatischen Ausriistung der Zelle 
anstrebt, so setzt sie die Absicht fort, die unsere Arbeiten iiber 
Peroxydase, Saccharase und Maltase und die friiheren Beobach- 
tungen an leukocytiiren Enzymen geleitet hat, die Lisungsvor- 
ginge genauer zu beachten, durch welche die physiologisch und 
chemisch aktiven Stoffe aus dem unruhigen Scho8e ihrer gleich- 
falls reaktionsfahigen Mutter- und Schwestersubstanzen heraus- 
geholt werden. Methoden des Lisens, die als besonders schonend 
galten, erweisen sich als gefihrlich, da sie nicht den in der Zelle 
gegebenen Zustand zum Erstarren bringen, sondern Denaturierung 
des gegebenen enzymatischen Systems durch autolytische Vor- 
ginge zulassen und begiinstigen. Dies muff erwihnt werden, um 


za rechtfertigen, da8 wir der ,,¢-Lyo-amylase“ unserer VI. Abh. 


die Bezeichnung IV. Lyo-amylase zuzuweisen haben. 

Die Gefahr postmortaler Anderungen scheint uns am gering- 
sten zu sein bei schlagartigem Entwissern der Zellen mit Aceton 
und bei darauffolgendem Behandeln mit Glycerin. Wirkt hin- 


gegen Glycerin auf frisch-feuchte Leukocyten ein, so werden in 


den durch Herausdiffundieren von Wasser absterbenden Zellen 


' autolytische Verinderungen entfesselt, die nur kurze Zeiten 


erfordern. 

Nach unseren Erfahrungen geben die Trockenleukocyten in 
der Regel das glycerinhemmbare, phosphatunabhingige Enzym an 
Glycerin ab, die I. Lyo-amylase. Die unwirksame Glycerinlésung 
wird beim Wegdialysieren des Glycerins aktiv, dabei unterliegt 
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aber die Lyo-amylase (+a+b) einer Umwandlung und zwar haupt- 
sichlich in die dritte, die durch Glycerin nicht gehemmt, indessen 
gleichfalls phosphatunabhiangig ist. Diese Amylase (—a-+ b) entsteht 
manchmal unter besonderen Bedingungen der Isolierung, doch ist 
sie auch mitunter in den Blutzellen urspriinglich vorhanden, die 
erste ersetzend. Gleichfalls einem besonderen physiologischen Zu- 
stand ist es zuzuschreiben, daB in einer Anzahl von Fallen die 
IV. Lyo-amylase, die nicht hemmbare und ohne Phosphat unwirk- 
same, schon in den Ausziigen der Trockenleukocyten vorkommt, 
also wahrscheinlich in den lebenden Leukocyten vorgebildet war. 
Die hiufigste Bildung dieses leicht zugiinglichen Enzyms bestand 
in der kurzen Behandlung von Frischleukocyten mit Glycerin. 
Es ist die Regel, daB so auf Phosphatzusatz wirksame Glycerin- 
ausziige entstehen, die, natiirlich verdeckt, daneben auch die 
I. Lyo-amylase enthalten. Den Nachweis erlaubt ein weiterer 
Unterschied zwischen beiden: die IV. Amylase (Lyo- wie Desmo-) 
ist leicht zersetzlich, sie verschwindet durch irreversible Inakti- 
vierung aus der Loésung beim Wegdialysieren des Glycerins. 
Wihrend sie zugrunde geht, tritt durch Beseitigung der Glycerin- 
hemmung von neuem amylatische Wirksamkeit auf: hierfiir ist 
die anfangs vorhandene gehemmte Amylase verantwortlich, aber 
diese ist nicht unversehrt geblieben, sondern in die nicht hemm- 
bare Il]. Amylase tibergegangen. Die erste Amylase verwandelt 
sich in die anderen, und die vierte geht leicht zugrunde. 

Die Erklarung dieser Vielheit leukocytirer Amylasen dart 
davon ausgehen, daB diesen Lyo- und Desmo-enzymen die spezitisch- 
aktive Gruppe gemeinsam ist und daB diese bei ihren verschiedenen 
Ubergiingen unversehrt bleibt. Es wird also entweder der mole- 
kulare Traiger der aktiven Gruppe oder ihr kolloider Trager 
von konstitutiven Anderungen erfaBt, und zwar so, daB die beson- 
deren Merkmale der Amylase nicht etwa abgestuft, sondern in 
ihr Gegenteil verkehrt werden. Fiir beide Méglichkeiten (Unter- 
schiede im Molekiil oder im kolloiden Triger) bieten Untersuchungen 
der letzten Jahre Vorbilder. Die Ricinuslipase (Spermatolipase) 
und die daraus bei Einwirkung von Pepsin kiinstlich, beim Keimen 
natiirlich entstehende Blastolipase zeigen Unterschiede, die wahr- 
scheinlich durch partielle Proteolyse des kolloiden Triigers bedingt 
sind.4) Die Oxyhimoglobine verschiedener Tierarten zeigen scharf 





1) R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z, 134, 161 
(1923/24) und zwar S. 205. 
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abgestuftes peroxydatisches Wirkungsvermégen, was sich auf die 
von Art zu Art abweichende Zusammensetzung der Globine zuriick- 
fiihren 14Bt.1) Genau bestimmbare konstitutionelle Unterschiede 
der Molekiile bedingen nach R. K uhn und L. Brann?) bei Himin 
und Himinderivaten bedeutende Anderungen des katalytischen 
Wirkungsvermégens. 

Bei den leukocytiren Amylasen sind die beobachteten Unter- 
schiede von solcher Art, daB sie viel eher auf Anderungen bestimmter 
Gruppen eines genauer zu definierenden Molekiils zuriickzufiihren 
sein werden als auf die unendlich mannigfaltigen Méglichkeiten 
kleinerer und gré8erer Differenzierungen eines kolloiden Trigers. 
Die léslichen tierischen Amylasen zeichnen sich durch geringste 
Adsorptionsaffinitiit aus*); eine Bedeutung des kolloiden Tragers in 
diesen Lyo-enzymen ist nicht erkennbar geworden. Die Ver- 
bindung einer leukocytiiren Lyo-amylase mit einem die Glycerin- 
unléslichkeit bedingenden, die Elektrolytléslichkeit erméglichenden 
Komplex vermutlich von Proteinnatur zu einem Desmo-enzym, 
ferner ihre Vereinigung mit einem durch pflanzliche Proteinase 
angreifbaren, endlich ihre Verankerung mit einem nicht einmal 
durch Papain angreifbaren protoplasmatischen Komplex Andert 
gar nichts an den Hauptmerkmalen, der Hemmbarkeit durch Gly- 
cerin und der Abhingigkeit von Phosphation. 

Fiir das Verhalten dieser Amylasen werden also drei Atom- 
gruppen ihres Molekiils als verantwortlich betrachtet: die spezifisch 
wirksame Gruppe, die Gruppe, welche die Phosphatunabhingigkeit 
der Amylasewirkung bedingt, und die Gruppe, auf der die Hemm- 
barkeit durch Glycerin beruht. 


Experimenteller Teil. 


Erste leukocytére Lyo-amylase (hemmbar durch Glycerin, un- 
abhingig von Phosphatzusatz, also Lyo +-a-+-b). Aus Trocken- 
leukocyten (also bei der vorsichtigsten Verarbeitung der Leukocyten) 
hatten wir beim Behandeln mit Glycerin hiiufig und zwar in den 
meisten untersuchten Proben Lisungen erhalten, die keine oder sehr 
geringe amylatische Wirksamkeit besaBen. In Abh. VI verzeichnet 
die Tab. 13 in Vers.1, 3b und c, 4, 5a undb, lla undb wirkungs- 
lose, in Vers. 6, 7, 8,9 und 10 au8erordentlich schwach wirkende 





1) R. Willstitter u. A. Pollinger, Diese Z. 130, 281 (1923). 

*) Ber. chem. Ges. 59, 2376 (1926) und Diese Z. 168, 27 (1927). 

3) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, 
Diese Z. 126, 143 (1923) und 142, 14 (1925). 
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Glycerinausziige. Die Anomalie war betont worden (8.219), daB ,, nicht 
an Stelle der fehlenden Lyo-amylase um so mehr Desmo-amylase ge- 
funden wird, nimlich deutlich mehr, als bei der Verarbeitung der 
frischfeuchten Zellen nach Entziehung der Lyo-amylase“. 

Indirekt wird die Existenz einer durch Glycerin (7 ccm im 
Bestimmungsansatz von 36 ccm) vollstiindig gehemmten Amylase 
analog dem Nachweis der glyceringehemmten Maltase (Abh. VIII) 
dadurch erkannt, daB man die amylatische Wirkung von Trocken- 
leukocyten und von den Zellresten nach der Glycerinbehandlung 
vergleicht: der Riickgang ist bedeutend. 

1. 467 mg Trockenleukocyten lieferten mit Stiirke in 18 Stdn. 
69, die zugehdrigen Zellreste 25 mg Glucose. 

2. 467 mg Trockenleukocyten ergaben in 15 Stdn. 50, die 
Riickstinde der Glycerinbehandlung 13 mg Glucose. 

In 1. war der Glycerinauszug ganz schwach, in 2. gar nicht 
amylatisch wirkend. 

Den direkten Beweis fiir den Amylasegehalt der unwirksamen 
Glycerinlésungen kann man entweder durch Adsorption oder durch 


Tabelle 1. 


Nachweis der glycerinhemmbaren Amylase I in Glycerinausziigen 
von Trockenleukocyten. 
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Glycerin- Dialysierter Glyc.-Ausz. 











.3| 2 
3 E 2 auszug Glycerin- |wieder mit 
Vorbehandlung mit] > & 5 auszug Glycerin 
Nr.| 86 °/,igem Glycerin 4“ § 2 eee oe neo 
(10—12 Tle.) 2s o mit | mit mit | mit | mit | mit 
= | oe Phos- Ace- | Phos- | Ace- |Phos-| Ace- 
phat tat | phat tat | phat) tat 
mg | Stdn. |mg Maltose| mg Maltose}mg Maltose 
1] 21g (@3.1X. 32, [| 428 | 15 (l—i ea  werwm st 
verarb. 33), 55 Min. | 
2] 21g (28. VIL 32, | 400 | 16 | 0 | —] 3s | 37] — |] — 
verarb. 33), 40 Min. | 
8] 8g (16.VL 83), | 667 | 17 | 35} 5 | — | af —] — 
30 Min. | 
4] 3,5¢ (24. V. 33), 467 22 21 9 99 }1200 | — | — 
40 Min. 


4,4g¢ (26. VIL. 32, 555 13 4 0 47 41 38 34 

verarb, 33), 30 Min. | 

6 | 3,3g (12. VIL 33), | 483 | 22 | 44 | — | 102/101 | — | 79 
20 Min. | 


1) Im Versuch 6 nur ?/, Proben nach Dialyse verwandt. 


it | 


| 
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Wegdialysieren des Glycerins erbringen. Um die Dialyse (aus 
Fischblasen) zu beschleunigen, dialysierten wir gegen flieBendes 
Wasser, das durch Riihren in starker Bewegung gehalten war. 

Die Tab. 1 verzeichnet Beispiele (1, 2, 5), in denen aus villig 
unwirksamen Glycerinausziigen yon Trockenleukocyten durch 4 
bis 5stiindige Dialyse Amylaselésungen hervorgingen, die (auf die 
Hilfte eingeengt) mit und ohne Phosphat gleichstarke Wirkung 
zeigten. Solche Dialysate (nach vielstiindiger Dialyse) enthielten 
im allgemeinen keine Maltase mehr’); sie war der Zersetzung 
anheimgefallen. Daher ist hier das mit Fehlingscher Lésung 
bestimmte Produkt der Starkespaltung wie bei den Glycerinaus- 
ziigen Maltose. Der Versuchsansatz von 36 ccm enthielt ebenso 
wie in der VI. Abh. 10 ccm 2°/,ige Starke, 1 com m/5-Natrium- 
chloridlésung und 8 ccm m/5- bzw. 4 ccm m/2,5-Phosphat- oder 
Acetatpuffer; p,, fast durchweg 6,1 bis 6,2. Die EnteiweiBung 
erfolgte mit Wolframsiure. Die Angaben in siimtlichen Tabellen 
beziehen sich auf die Titrationsprobe von 24 ccm. 

AuBerdem sind in Tab. 1 Fille (Nr. 3, 4 und 6) angefiihrt, 
in denen die Glycerinlésungen betriichtliche Gehalte an den durch 
Glycerin nicht hemmbaren Amylasen (dritte und namentlich vierte 
Lyo-amylase) aufwiesen; auch in diesen Beispielen ist der Zuwachs 
an amylatischer Wirksamkeit voéllig beweisend fiir das glycerin- 
gehemmte Enzym, um so mehr, als die vorhandene vierte Amylase 
(—a—b) bei der Dialyse durch Zersetzung wegfillt. 

Ebenso wie in der friiheren Untersuchung, so sind wir auch 
in der vorliegenden beim Verarbeiten von Frischleukocyten nie 
ganz wirkungslosen, selten schwach wirkenden, gewéhnlich gut 
wirksamen Glycerinausziigen begegnet, die im allgemeinen den 
in der VI. Arbeit entdeckten Amylasetyp (bisher «@ genannt) auf- 
wiesen, die Phosphatzusatz erfordernde Amylase. Da diese, wie 
wiederholt festgestellt wurde, die stundenlange Dialyse (mit darauf- 
folgendem Einengen) nicht iibersteht, so ist es ein Leichtes, zu 
erkennen, daB in den Glycerinextrakten der Frischleukocyten neben 
nicht gehemmter auch reichlich die gehemmte Amylase (richtiger 
das Paar der hemmbaren Amylasen) enthalten ist (Tab. 2 und 4). 

Die Amylase in den dialysierten Ausziigen war in vielen 
Fallen mit und ohne Phosphat gleich wirksam. Uberraschend 
ist das Verhalten dieser dialysierten Enzymlésungen auf Zusatz 





1) Bei kurzdauernder Dialyse li8t sich der Gehalt der Ausziige an 
Lyo-maltase, den wir in der VIII. Abh. nur indirekt ermittelt hatten, direkt 


nachweisen. 


9 * 











i 
i 20 
a4 
fs | 





Tabelle 
Nachweis der glycerinhemmbaren Amylase I neben der durch Glycerin 
nicht gehemmten in Glycerinausziigen von Frischleukocyten. 
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von Glycerin (Tab. 1, Nr. 5 und 6; Tab. 2, Nr.4). Sie sind nicht 
mehr, wie zu erwarten wire, durch Glycerin hemmbar, sie ent- 
halten gar nicht mehr die I. Lyo-amylase (+ a+b), fiir deren 
Existenz wir Beweiskraft besitzen, sondern die erste ist in dic 
dritte Amylase (Lyo —a +b, friiher ? genannt) ibergegangen, 





N Vorbehandlung 
ie der Frischleukocyten 


Leukocyten- 


a] 


Trockengewicht 





13 g (22. V. 33) m. gleicher 
Menge n/15-neutr. Acetat 
2 Stdn. beh., ohne Abtren- 
nung der Fliissigkeit mit 
doppelter Menge 100 °/,ig. 
Glycerin 30 Min. extr. 
2] 14g (29. V. 33) mit wenig 
Glycerin (86 °/,) 1'/, Stdn. 
beh., dann unter Zusatz v. 
mehr Glyc. 25 Min. extr. 
3 | 16 g (8. VI. 33) m. 3facher 
Menge 100 °/,ig. Glycerin 
35 Min. extr. 
4 | 16g (12. VI. 33) m. doppelt. 
Menge 86°/,ig. Glycerin 
30 Min. extr. 





—_ 


450 


533 


933 








Versuchszeit 


Stdn. 


20 


18 


16 








Glycerin- 
auszug 


mit mit 
Phos- Ace- 
phat tat 


mg Maltose 


Dialys. 
Glycerin- 
auszug 


mit | mit 
Phos- Ace- 
phat tat 


mg Maltose 


Dialys. 
Glyc.-Ausz, 
wieder mit 

Glycerin 
versetzt 


mit | mit 
Phos-, Ace- 
phat | tat 


mg Maltose 








66 | 9 


27 0 


-1 


“~ 





50 


52 


34 


aon 
—“_ 
Qo 


24 19 





daneben anscheinend auch in die unter diesen Bedingungen gar 
nicht bestiindige vierte (vgl. Tab. 1, Vers. 5). Die dritte Amylase 
war, wie die Werte der Glycerinlésungen ergeben, keineswegs 
schon vor der Dialyse vorhanden. 

Erste Gruppe von leukocytaren Desmo-amylasen (hemmbar 
durch Glycerin, unabhangig von PO,”’, Desmo +a+b). Fiir die 
in der VI. Abh. prizis beschriebene Gruppe von Desmo-amylasen 
ist die beste Gewinnungsweise die 2malige kurzdauernde Behand- 
lung von Frischleukocyten mit Glycerin; sie hat in vielen Fillen 
zu einheitlichen Priparaten gefiihrt. 


Tab. 6 jener Arbeit ver- 


zeichnete 11 Beispiele (mit Frischleukocyten) der iibereinstimmenden 
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Wirkung in Phosphat- und Acetatpuffer; Tab. 8 gab die Belege 
fir die Hemmbarkeit durch Glycerin. Diese Gruppe von Desmo- 
amylasen setzt sich zusammen aus: 


1. einer in Elektrolyten, am besten Dinatriumphosphat, lés- 
lichen Fraktion (Tab. 10 der Abh. VD, 

2. einer durch Papainwirkung auflésbaren Fraktion (Tab. 11), 

3. einer gegen Elektrolyte und gegen Papain resistenten 
Fraktion. 

Thre bisherigen Bezeichnungen f, y, 6 sind zweckmabig ab- 
zuindern in le, 8 und y. Diese Fraktionen, und zwar « und # 
auch nach ihrer Uberfithrung in Lisung, behalten die Merkmale 
+a-+b unveriindert. Dies ist besonders bemerkenswert, da die 
I. Lyo-amylase, wie oben gezeigt wurde, beim Wegdialysieren des 
Glycerins rasch in die II. Lyo-amylase iibergeht. Auch die Be- 
stiindigkeit der I.Gruppe von Desmo-amylasen in Glycerinsuspension 
(Abh. VI, 8. 213) und in Elektrolytlésungen ist hervorzuheben; dies 
ist ein scharfer Unterschied von der leicht zersetzlichen IV. Desmo- 


Tabelle 3. 


Erste Desmo-amylase aus Frisch- und aus Trockenleukocyten. 











| 
| 
| 
| 











ae 3 | Nach Zusatz 
¢ | & Mit | Mit |von Glycerin 
Nr Vorbehandlung 8 § ic Phos- Ace- | mit | mit 
der Leukocyten i) S Ps phat | tat Phos- | Ace- 
7-5 | hat | tat 
mH = pha a 
mg |Stdn.|mg Glucose} mg Maltose 
1 | Frischleukocyt. (16.V. 33) | 470 | 18 | 21 | 20 | 3 | 2 


mit 2 Tln. 86°/,ig. Glye. 

21 Min. extr. | 

2a| Frischleukocyt. (22. V. 33) | 483 | 20 | 19 | 19 | — | — 

mit 2'/, Tin. 86 °/,ig. Glye. | | 

30 Min. extr. | | 

b| Vorbehandlung derselben | 433 | 20 17 | 18 0 |; 0 

Leukoc. wie Tab. 2, Vers. 1 | 

3 Aceton getr. Leukocyten | 470 | 23 40 | 43 —- |— 

(14. VIII. 32, verarb. 33), 

mit 13 TIn. 86 °/,ig. Glye. 
30 Min. extr. 

4 Aceton getr. Leukocyten | 467 | 2: 
(24.V. 33) mit 10 Tn. 86 °/,ig. 
Glycerin 40 Min. extr. 

5 Frischleukocyt. (17. V. 33) | 470 | 14 87 | 384 3 — 
mit 2TIn. 86°/,ig. Glye. 
22 Min. extr. 


bo 
bo 
5) 
bo 
ow 
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amylase (—a—b). Es ist nicht bekannt und auch nicht an- 
zunehmen, daB die mit Elektrolyten allein oder mit Papain 
+ Elektrolyt gebildeten Lésungen der I. Desmo-amylase etwas 
anderes waren als immer noch Desmo-amylase, daB sie etwa 
identisch waren mit der entsprechenden Lyo-amylase; es ist wohl 
moéglich, daB ein Unterschied von letzterer durch einen beim Auf- 
lésen fortbestehenden Proteinkomplex bedingt wird. 


Die zahlreichen friiheren Angaben bediirfen noch einiger Erginzung. 
Fiir die Ermittlungen der yorliegenden Arbeit war es ein Fortschritt, 
daB wir jede Leukocytenprobe in ihren einzelnen Anteilen (Ausziige 
und Zellreste) vergleichend untersuchten. In vielen Fallen wurden die 
Chargen so geteilt, daB aus einer einzigen Trocken- und Frischleukocyten 
(auch verschiedene Autolysate) hinsichtlich der Ausziige und Zellen vergleichs- 
weise bestimmt wurden. Begrenzt war diese Teilung des an Enzym sehr 
armen Materials durch die schwankenden Leukocytenausbeuten. Die ge- 
botene Kiirze der Darstellung macht es untunlich, die Teilung der Einzel- 
versuche und ihre Aufarbeitung zu beschreiben. 


In Tab.3 zeigt Vers.2 mit Frischleukocyten, da durch 
Glycerinbehandlung neben der IV., und Vers.3, daB neben der 
III. Lyo-amylase I. Desmo-amylase als Zellriickstand erhalten wird; 
Vers. 3 und 4 sind Beispiele der Darstellung von I. Desmo-amylase 
aus Trockenleukocyten, die sich dem Vers. 6 von Tab. 13 (Abh. VI) 


anreihen. 

Bei vielen Bestimmungen, die wir anfiihren, konnte keine Riicksicht 
genommen werden auf die stérenden Einfliisse von Hemmungskérpern, 
denen die Amylasen zu unterliegen pflegen. Ein- und dasselbe Leukocyten- 
material gibt dfters bei kiirzerem und liingerem Extrahieren mit Glycerin 
Lésungen von verschiedener Aktivitiit. Es gibt merkwiirdige Zuwachs- 
erscheinungen, die in der VI. Arbeit aufgefunden wurden, namentlich bei 
der I. Desmo-amylase, z. B. bei Einwirkung von Dinatriumphosphat, wobei 
trotz des Eluierens von Fraktion a der Wert der zuriickbleibenden Frak- 
tionen 6 + y erheblich héher wird als zuvor die Wirkung der gesamten 
Zellreste. Daher wird hier der Vergleich der Wirkungen bei verschiedenem 
PH unzuverlissig und irrefiihrend. Wihrend wir (Tab. 9 der Abh. VI) friiher 
im allgemeinen die Wirkung bei py = 6,2 und 7,0 ziemlich tibereinstimmend 
fanden, begegneten wir beim Priiparat4 der Tab. 3 der Anomalie, daB dem 
Werte von 32 mg Glucose bei py = 6,2 ein Wert von 48 mg bei py = 6,9 
gegeniiberstand. Das ungefiihr neutrale Medium ist eben giinstig fiir die 
Elution von Fraktion a und zugleich fiir die Aufhebung einer Hemmung. 


Zweite leukocytiéire Lyo-amylase (hemmbar durch Glycerin, ab- 
hingig von Phosphatzusatz, also Lyo + a —b). Bei der Entfernung 
des Glycerins durch Dialyse aus Frischleukocytenausziigen beob- 
achteten wir in einigen Fallen, die in Tab. 4 verzeichnet sind, 
bedeutend gré8eres amylatisches Wirkungsvermégen in Phosphat 
als in Acetat. In dem besonders einfachen Fall des Vers.1 ent- 
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hielt der Glycerinauszug (auBer gehemmten Amylasen) nur wenig 
(gef. 9,5 mg Maltose) von Amylase —a—b. Da die letztere unter 
den Bedingungen der Dialyse der Zersetzung anheim fillt, so 
ist das bedeutende Mehr in Phosphat (79 mg Maltose statt 23) der 


glycerinhemmbaren, phosphaterfordernden Amylase zuzuschreiben. 


Tabelle 4. 


Nachweis der glyceringehemmten, phosphaterfordernden Lyo-amylase 
in dialysierten Ausziigen aus Frischleukocyten. 





| 
| 





ae| 3 Glycerin- | Dialysierter 
= | 8 auszug | Glyc.-Auszug 
. el — a 
Nr Vorbehandlung 8 - = mit mit | mit mit 
ae der Frischleukocyten & 5 - Phos- | Ace-} Phos- | Ace- 
acai b> phat tat | phat | tat 








mg | Stdn. | mg Maltose mg Maltose 


1 | Frischleukoc. (16.V. 33)m. | 402 [ 18 | 10 | 0 | 79 | 23 
2 Tin. 86 °/,ig. Glye. 21 Min. | 
Frischleukoe. (17. V. 33) m. 470 14 52 | 0 33 | 13 

2 Tin. 86°/,ig. Glye. 22 Min. | 
3 | Frischleukoc. (29.V. 33)m. | 450 | 15 | 21 | 6 | 85 
5 Tin. 100°/,ig. Glye. 2Stdn. | 
4 | Frischleukoe. (12. VI. 33)m. | 533 16 387 | — 24 | 19 
2 Tin. 86°/, ig. Glye. 30 Min. | | 
Im Beispiel 3 der Tabelle mu8 der Glycerinauszug viel von der 
I. neben der IV. Lyo-amylase enthalten haben. Der hohe Wert 
in Phosphat nach der Dialyse kann in Anbetracht der Zersetzlich- 
keit der IV. nur auf die Il. Amylase zuriickgefiihrt werden. 

Die relative Seltenheit dieser Fille legt die Annahme nahe, 
daB die Il. Amylase unter unbekannten physiologischen Bedingungen 
die so hiiufige I. Amylase begleitet. Es ist indessen auch méglich, 
daB die II. Amylase erst bei oder nach dem Absterben der Leuko- 
cyten aus der IJ. hervorgeht. Bei der III. und IV. Amylase werden 
niimlich sowohl natiirliches Vorkommen wie postmortale Bildung 
(aus der J. Amylase) nachgewiesen. 

Die Vers.3 von Tab.4 und 2 von Tab.2 gehdéren zusammen. Von 
demselben frischen Leukocytenpriparat wurde ein Teil mit dem 5 fachen 
100°/, igen Glycerin extrahiert (Nr. 3, Tab. 4), ein anderer mit nur dem 
gleichen Gewicht 86°/,igem Glycerin 1,5 Stunden stehen gelassen, sodann 
mit mehr Glycerin ausgezogen. Im letzteren Fall fehlte die Il. Amylase. 
Dies spricht dafiir, daB sie als Zwischenglied der Umwandlung von Amy- 


lase I in IV auftrat. 

Zweite leukocytire Desmo-amylase (hemmbar durch Glycerin, 
Phosphatzusatz erfordernd, also Desmo -+-a —b). Wéihrend die Zell- 
reste aus Frischleukocyten nach der Glycerineinwirkung zumeist 
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in Phosphat und Acetat iibereinstimmend wirkten, gab es unter 
den vielen untersuchten Beispielen doch auch einzelne (hiufig aus 
Trockenleukocyten) mit viel héherer (doppelter bis dreifacher) 
Wirkung in Phosphat. Sie werden aus den Tab. 12 und 13 der 
Abh. VI herausgenommen und in der folgenden Tab.5 zusammen- 
gestellt. Da auch hier durch Zusatz von Glycerin die Enzym- 
reaktion zum gréBten Teil stillgelegt wird, so ist die Folgerung 
gerechtfertigt, daB die I. Gruppe von Desmo-amylasen manchmal 
von einer zweiten begleitet wird, die sich von I durch das Merk- 
mal der Phosphaterfordernis unterscheidet. 


Tabelle 5. 


Vorkommen der hemmbaren, phosphaterfordernden Desmo-amylase. 









































abel 3 Bei Zusatz 
£ &| & | Mit | Mit /von Glycerin 
Nr Vorbehandlung § § cS Phos-| Ace- | mit | mit 
mit Glycerin = 5 & | phat | tat Phos- | Ace- 
Kiron iss | phat | tat 
mg |Stdn.| mg Glucose | mg Glucose 
1 Frischleukocyten 14 Min. 317 20 | 22,1 8,9 4,2 2,7 
2 * . 344 | 19 | 13,5) 4,1 | 3,8 | 0 
3 | Aceton getr. Leukoc. 30 Min. | 564 | 22 | 27,3 20,6 1,8 | 0 
4 ” ~ > a 496 | 18 | 32,4 20,7 8.1 | 0 


Von den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit sei auf 
Vers.2 der Tab.7 hingewiesen: hier wurde in den Zellresten von 
Trockenleukocyten nach einmaliger Behandlung mit Glycerin viel 
von der I. mit einer betrichtlichen Beimischung der I. (ent- 
sprechend der Differenz zwischen 61 und 54 mg Glucose) und 
sehr viel von der III. Desmo-amylase nachgewiesen. 

Dritte leukocytare Lyo-amylase (nicht hemmbar durch Glycerin, 
unabhingig von zusatzlichem Phosphat, also Lyo—a-+b). Dieses 
in den beiden Hauptmerkmalen mit pankreatischer Amylase iiber- 
einstimmende Enzym wurde in Leukocyten, die nach dem Szilard- 
verfahren, also in voriibergehend sauerem, dann schwach alkali- 
schem Medium gewonnen waren, entdeckt (Tab. 27 der Abh. VI, 
Vers. 1, 2, 3) und als f-Amylase bezeichnet. Kin Frischpriparat 
aus Hundeblut enthielt diese Amylase ganz frei von sogenannter 
a-Amylase (jetzt als IV bezeichnet), ein zweites Priiparat aus 
Hundeblut und eine ebenfalls frischfeuchte Darstellung aus Pferde- 
blut enthielten sogenannte f iiberwiegend, andere Szilirdpriiparate 
aus Pferdeblut lieferten hingegen Ahnlich wie manche Proben 
der Hamburger Leukocyten (Tab. 15, Vers. 13—17) wenig von 
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dieser phosphatunabhingigen Amylase. Daher war sie sehr 
schwer zugiinglich geblieben.') Sie wird jetzt leichter zugiing- 
lich gemacht durch den Befund (Tab. 6), daB sie 6fters aus 


Tabelle 6. 


Vorkommen der III. Lyo-amylase (— a+b) in Glycerinlésungen 
aus Trockenleukocyten. 






































Glycerin- | Dialysierter 
aus Glye.-A 
ibid __suszug | Glye.-Auszug 
Nr. mit 86°/,igem Glycerin 
(10—12 Tle.) 


mit | mit | mit | mit 
Phos-| Ace- | Phos- | Ace- 
phat | tat | phat | tat 


Stdn.|mg Maltose 


2, | 368 | 15 | 35 | 35 | — | — 


Leukocyten 
|% Trockengew. 
Versuchszeit 


mg Maltose 


1a*)| Priiparat vom 21. LX. 3 
verarb. 33, 14/, Stdn. | 
b | Das gleiche Priip., 40 Min. | 450 | 20 65 | 65 — | — 
2 Prip. v. 11. I. 33, 40 Min. | 370 | 2% 
3 Priip. v. 12. I. 33, 40 Min. 467 22 24 -— ~- -- 
4 Priiparat vom 14. VII. 32, | 470 | 2% | | — 
verarb. 33, 30 Min. | | 
5*) | Prip. v.11. VII. 33, 20 Min. | 433 | 22 | 44 | — | 102**) 101 
fj Priip. v. 24. V. 33, 40 Min. 467 22 21 9 99 | 120 
7 Prip. v. 8. VI. 33, 35 Min. | 433 | 18 14 4 —- | — 
*) In den hierzu gehérigen Zellresten ist die III. Amylase nachgewiesen 


worden. 
“*) Im Versuch 5 nur ?/,; Proben nach Dialyse verwandt. 

















Trockenleukocyten (aber bis jetzt noch nie aus Frischleuko- 
cyten nach dem Hamburger Verfahren) isoliert werden kann, rein 
(besonders in den Vers. la und b und 4 der Tabelle) oder mit 
einer Beimischung der phosphaterfordernden 1V. Amylase (z. B. 
Vers. 6 der Tab. 6), und noch viel mehr dank der Beobachtung, 
daB die glycerinhemmbare Amylase (I) sich beim Wegdialysieren 
des Glycerins in die nicht hemmbare Amylase (III) umwandelt. 
Fiir diese Bildung von III aus I finden sich Belege in den Ta- 
bellen 1 und 2, niamlich die in Phosphat und Acetat iiberein- 
stimmenden Werte nach der Dialyse, die beim Wiederversetzen 
mit Glycerin nicht der Hemmung verfallen. 

Wiahrend die Wirkung pankreatischer Amylase in Gegenwart 
von Kochsalz bei p,, = 6,8 diejenige bei p,, = 6,2 etwas tiber- 


1) AuBerdem war eine sekundiire Bildung von ,,6“‘ unter gewissen Be- 
dingungen der Autolyse von Zellresten beobachtet worden (Abh. VI, Tab. 29); 
hierzu gehért das neue Beispiel 2 der Tab. 2, auch Nr. 3 der Verarbeitung 
|  derselben Leukocytenprobe in Tab. 4, 
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trifit, fanden wir mit einer Glycerinlésung der so ihnlichen 
III. Amylase keinen deutlichen Unterschied zwischen beiden Be- 
reichen (gef. Tab. 6, Nr. 1b bei p, = 6,2 in Phosphat und Acetat 
65 mg Maltose und 63,4 mg bei p,, = 6,8). 

Dritte leukocytare Desmo-amylase (nicht hemmbar durch Glycerin, 
unabhingig von Phosphatzusatz, also Desmo —a-+b). Der Nach- 
weis der III. Desmo-amylase ist neu. Wenn ein Priparat von 
Trockenleukocyten im Glycerinauszug die nicht durch Glycerin 
hemmbare, phosphatunabhiingige Amylase aufweist, dann hat man 
Aussicht, in den zugehérigen Zellresten der gleichartigen Desmo- 
amylase zu begegnen. Ein Glycerinauszug von solcher Art pflegt 
daneben verdeckte I. Amylase zu enthalten, ebenso ist in den 
Zellresten neben der I. Gruppe von Desmo-amylasen die dritte 
enthalten, die méglicherweise auch aus Fraktionen von ver- 
schiedener Lésbarkeit besteht. Ergeben die Zellreste bei ver- 
gleichsweiser Bestimmung in Phosphat und Acetat Ubereinstim- 
mung, dann laBt sich erst durch Wiederholung der Amylase- 
bestimmung mit Glycerinzusatz erkennen, was eigentlich vorliegt, 
ob fast nur glycerinhemmbare (Tab. 3) oder neben ihr viel oder 
sogar tiberwiegend von dem nicht hemmbaren phosphatunabhingigen 
Desmo-enzym (Tab. 7). 

Tabelle 7. 


Nachweis der III. Desmo-amylase (~a+b) neben der ersten in Zellresten 
von Trockenleukocyten. 














ae| 3 | Nach Zusatz 
Vorbehandlung der Sp 2 Mit | Mit |von Glycerin 
as Leukocyten oa E Phos-| Ace- |] mit | mit 
mit 86°/,igem Glycerin : 5 E phat tat | Phos-| Ace- 
(10—11 Tle.) ate ce phat | tat 
mg 











Stdn.| mg Glucose} mg Maltose 








1 | Priap.v. 21. TX. 32, verarb. 33, 

40 Min. | | 

Priip. v. 11. VIII. 38, 20 Min. | 439 | 22 61 | 54 385 | 34 
2 3 


Prip. v. 24. V. 33, 40 Min. | 467 | 22 | 32 | 382 $s | 2 


} 


69 | 70 | 58 | 57 
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bo 
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Neben die schénen Beispiele 1 und 2 der Tabelle, in denen 
viel von der III. Desmo-amylase gefunden wird, stellen wir einen 
Versuch anderer Art (der Tab. 3 entnommen), in welchem die 
IIT. Desmo-amylase nicht oder nur als spurenweise Beimischung 
zur ersten auftritt. 

Vierte leukocytaére Lyo-amylase (nicht hemmbar durch Glycerin, 
Phosphatzusatz erfordernd, also Lyo —a—b). Die nur auf Zusatz 
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yon Phosphat wirksame Amylase war in der VI. Arbeit in der 
Regel in den Glycerinausziigen der Frischleukocyten aufgefunden 
und in zahlreichen Beispielen (Tab. 15 der Abh. VI, Nr. 1—12) 
frei von der phosphatunabhingigen Amylase (ILI) beobachtet 
worden; in manchen Fallen (Tab. 15, Nr. 13—17) war sie von 
geringen Mengen der letzteren begleitet. Die Bezeichnung «@ fiir 
diese am eingehendsten untersuchte und am leichtesten zugiing- 
liche Lyo-amylase wird aufgegeben, weil ihr iibliches Vorkommen 
mit Wahrscheinlichkeit auf einen autolytischen Vorgang zuriick- 
gefiihrt wird, der sich in den Frischleukocyten bei der Ein- 
wirkung von Glycerin vollziehen diirfte. Der urspriingliche Zu- 
stand des enzymatischen Systems ist wahrscheinlich in den még- 
lichst schlagartig mit Aceton entwisserten Trockenleukocyten 
fixiert, wenn auch selbst dabei sekundire Vorginge nicht aus- 
geschlossen sind. Vorkommen der sogenannten e#-Amylase in 
Trockenzellen war in der friiheren Arbeit nicht beobachtet worden. 
,Nach dem Acetonverfahren entwiisserte Leukocyten geben an 
Glycerin (vgl. Tab. 18) bei kurzer Einwirkung auBerordentlich 
wenig, auch bei tagelanger Behandlung nur sehr wenig Amylase 
ab“ (a. a. O., S. 224). Die glycerinhemmbare (I.) Amylase war ja 
noch unbekannt. 

Seitdem sind wir einigen Fallen begegnet, in denen auch 
Trockenleukocyten an 86°/,iges Glycerin die IV. Amylase ab- 
gaben. Der Versuch 6 (und ibnlich Nr. 7) von Tab. 6 zeigt in 
einem solchen Glycerinauszug die IV. Amylase neben der dritten 
und neben viel von der ersten. In einem anderen Priiparat (vgl. 
unten, 1. Vers.) war die phosphaterfordernde Amylase sogar ganz 
frei von der phosphatunabhingigen und in einem weiteren Fall 
(unten, 2. Vers.) lieferten die Leukocyten auch bei abgekiirzter 
Isolierung (mach nur 2maligem Waschen mit Kochsalzlésung in 
der Zentrifuge zur Beseitigung von Plasma) viel IV. Amylase. 
Demnach entsteht diese Amylase wohl nicht nur durch einen 
autolytischen Vorgang im Laute der Leukocytenisolierung, sondern 
sie scheint auch in einem besonderen physiologischen Zustand 
der lebenden Leukocyten vorzukommen. 

Erster Versuch: Hamburger Leukocyten (12. VI. 33) lieferten aceton- 
getrocknet mit dem 10 fachen von 86°/,igem Glycerin in 30 Minuten einen 
Auszug, wovon die Titrationsprobe entsprechend 533 mg Trockensubstanz 
mit Phosphatzusatz 49 mg Maltose, mit Acetat 0 ergab. Die zugehdérigen 


Zellreste enthielten wenig IV., viel I. Desmo-amylase. 
Zweiter Versuch: Abgekiirzt isolierte noch rote Leukocyten 


(16. VI. 33) gaben nach Acetontrocknung einen Glycerinauszug (in 30 Minuten 
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mit 10 Teilen 86°/,igem Glycerin), wovon die Titrationsprobe entsprechend 
667 mg Trockensubstanz mit Phosphat 35 mg, mit Acetat 5 mg Maltose 
bildete. Die Zellreste wiesen die IV. Desmo-amylase auf. 

Von denselben Leukocyten wurde ein anderer Teil wie iiblich durch 
Fraktionierung mit Hilfe von Salzlésung vollends von Erythrocyten und 
Blutplittchen befreit. Dieser Anteil, in Form der Frischleukocyten mit 
Glycerin extrahiert, wies im Auszug IV. Lyo-amylase ohne Beimischung 
der III. auf; gef. in Phosphat 53 mg Maltose (entsprechend 600 mg Trocken- 
substanz), in Acetat nichts. 


Handelt es sich in diesen Beispielen um urspriingliches Vor- 
kommen, so liBt sich in anderen das sekundire Auftreten der 
von Phosphatzusatz abhiingigen Amylase wahrscheinlich machen, 
indem man Glycerinausziige frischer Leukocyten mit Trocken- 
leukocyten (oder ihren Glycerinausziigen) aus ein und derselben 
Darstellung vergleicht. 


Dritter Versuch: Frischleukocyten (8. VI. 33) gaben mit 3 Teilen 
100°/,igem Glycerin in 35 Minuten einen Auszug, der frei von III. Amylase 
war. Die Titrationsprobe entsprechend 533 mg Trockensubstanz ergab in 
Phosphat 26,6 mg Maltose. Ein Teil derselben Leukocyten, entwiissert, 
lieferte eine Glycerinlésung, wovon die Titrationsprobe entsprecbend 433 mg 
Trockensubstanz in Phosphat nur 13,5 mg, in Acetat 4 mg Maltose ergab. 
In beiden Anteilen war natiirlich glyceringehemmte Amylase enthalten. 

Vierter Versuch: Von Leukocyten (11. VII. 33) unterwarfen wir 
einen Teil in frischem Zustand kurzdauerndem Ausziehen mit Glycerin, 
wihrend ein anderer Teil acetontrocken in Substanz zur Amylasebestimmung 
diente. Die trockenen Leukocyten (467 mg Trockengewicht) erzeugten in 
Acetatpuffer 86 mg Glucose, wohl durch Wirkung von I. und III. Amylase; 
auch die Zellreste enthielten niimlich in diesem Fall (Vers. 2 der Tab. 7) I. und 
III. Desmo-amylase. Aber der Glycerinauszug (Titrationsprobe entsprechend 
467 mg Trockensubstanz) ergab bei Phosphatzusatz 61,6 mg Maltose. 


Die Zersetzlichkeit der IV. Lyo-amylase, wodurch sie sich 
vom Pankreasenzym unterscheidet, wurde in unserer VI. Abh. 
(S. 231) hervorgehoben. Die Bestiindigkeit ist so gering, daB die 
IV. Amylase bei der Dialyse ihrer Glycerinlésungen, die 4 bis 
5 Stunden dauerte, und darauffolgendem Einengen der wiiBrigen 
Lisung (bei 20—30°) zerstért wurde (vgl. auBer Vers. 5 und 6 
auch Tab. 2, Nr. 1). Unter denselben Versuchsbedingungen waren 
Il. und III. Amylase bestiindig und die I. Amylase erlitt nicht 
Zersetzung, sondern Umwandlung in die zweite. 

Fiinfter Versuch: Frischleukocyten (29. V. 33), Auszug mit 86 °/,igem 
Glycerin. Probe entsprechend 450 mg Trockengewicht ergab in Phosphat 
26,5 mg, in Acetat 8,8 mg Maltose. Nach Dialyse von 4 Stunden war die 
amylatische Wirkung in Phosphat und Acetat iibereinstimmend, gef. 33,3 
und 34,5 mg Maltose. 


Sechster Versuch: Der Glycerinauszug vom dritten Versuch ergab 
(mit 583 mg Trockensubstanz) mit Phosphat 26,6 mg, mit Acetat 0 mg Maltose. 
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Nach 4!/, stiindiger Dialyse bewirkten entsprechende Mengen der glycerin- 
freien Lésung mit Phosphat die Bildung von 46,7, in Acetat 46,8 mg Maltose. 

Vierte leukocytare Desmo-amylase (nicht hemmbar durch Gly- 
cerin, nur bei Phosphatzusatz wirksam, also Desmo —a—b). In der 
VI. Arbeit waren wir bei der Priifung der Zellreste in einigen 
Fallen zusitzlicher Amylasewirkung bei Gegenwart von Phosphat 
hegegnet. Ein auffallendes Beispiel dafiir war Vers. 1 in Tab. 12 
mit einer als Glucose berechneten Stiirkespaltung von 1,4 mg in 
Acetat und 18,4 mg in Phosphat. Die einfachste Erklirung dafiir, 
die indessen noch nicht als bewiesen gelten konnte, war die An- 
nahme einer nur in Phosphat wirksamen Desmo-amylase und zwar 
einer durch Glycerin nicht hemmbaren (,,@“ in Abh. VJ, 8. 220). 

Das Vorkommen dieses Enzyms ist durch viele weitere Beob- 
achtungen festgestellt worden: Wie bei der analogen (IV.) Lyo- 
amylase sprechen bei dem Desmo-enzym deutliche Anzeichen dafiir, 
daB es sowohl urspriinglich in den Leukocyten existieren kann, 
wie es auch von sekundiirer Art, postmortal gebildet, vorkommt. 

Der IV. Lyo-amylase entspricht diese phosphaterfordernde, 
nicht durch Glycerin hemmbare Desmo-amylase in einem weiteren 
Merkmal, in der irreversiblen Inaktivierung, der sie in wiiBrigen, 
auch in elektrolythaltigen Suspensionen anheimfallt; durch Gly- 
cerin wird sie geschiitzt. 

Die Isolierung gelang nur durch den Kunsteriff, die Zellreste 
bei der Abtrennung von den Glycerinausziigen mit Glycerin— 
Wassermischung (30°/,) nachzuwaschen und sie in Glycerin zu sus- 
pendieren. Unter anderen Bedingungen, wie bei der Untersuchung 
der iibrigen Desmo-amylasen, ist die IV. verloren gegangen. 

In den drei Merkmalen: Phosphaterfordernis, Nichthemmbar- 
keit, Zersetzlichkeit ist die IV. Desmo-amylase gegensitzlich zur 
ersten. 

1. Versuch: Von Frischleukocyten (29. V. 33) wurde a) ein Anteil so- 
fort 2 Stunden mit 100°/,igem Glycerin extrahiert, b) ein anderer mit wenig 
86°/, igem Glycerin stehen gelassen und mit mehr Glycerin ausgezogen. 
Die Zellreste lieBen wir «) glycerinfrei in Wasser, 9) in Glycerinsuspension 
auf Stiirkelésung einwirken. 

a) Die Stirkespaltungen durch 450 mg Trockensubst., berechnet als 
gebildete Glucose, betrugen «) in Phosphat 10, in Acetat 9 mg; §) in 
Phosphat 17,5, in Acetat 0 mg. 

b) Die Amylasewirkung ergab «) in Phosphat 16, in Acetat 14 mg 
Glucose; #) in Phosphat 12, in Acetat 2 mg Glucose. 

In «) ist die Spaltung auf Desmo-amylase I zuriickzufiihren; 
in #) ist diese durch Glycerin ausgeschaltet, hier ist allein die 
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daB die IV. Desmo-amylase nicht in der iiblichen Weise mit 
langer Analysendauer ohne Anwesenheit von Glycerin bestimmt 
werden kann. 


2. Versuch: Aus Frischleukocyten (8. VI. 33) gewannen wir durch 
35 Minuten dauerndes Ausziehen mit 100°/, igem Glycerin und Auswaschen 
mit 30°/,igem Glycerin Zellreste, von denen a) ein Teil in glycerinhaltiger 
Suspension bestimmt wurde, wihrend wir b) einen anderen Teil zuniclist 
8 Stunden mit Wasser suspendiert stehen und dann unter Zusatz von Gly- 
cerin auf Stirke einwirken lieBen. , 

a) Gef. in Phosphat 42 mg Maltose, in Acetat 0; b) in Phosphat 2, in 
Acetat 2 mg. 

Von denselben Leukocyten ergab ein anderer Anteil, sofort entwiissert 
und mit Glycerin ausgezogen, Zellreste, die bei Gegenwart von Glycerin 
wirkungslos waren. 


Der Versuch lehrt die Zersetzlichkeit der IV. Desmo-amylase; 
zugleich ist er beweisend fiir eine postmortale Bildung derselben. 


3. Versuch: Leukocyten (12. VI. 33) z. T. mit Aceton getrocknet. Der 
Auszug mit 86°/, igem Glycerin enthielt viel IV. Lyo-amylase, die Zellreste 
(bei Gegenwart von Glycerin) wenig IV. Desmo-amylase (gef. in Phosphat 
5 mg Maltose, in Acetat 0). 

Frischleukocyten derselben Darstellung lieferten Glycerinauszug (IV. Lyo- 
amylase enthaltend) und Zellreste, die bei Gegenwart von Glycerin in Phos- 
phat 42, in Acetat 0 mg Maltose ergaben. Mit einem Anteil dieser Zellreste 
wurde nach 1'/, stiindigem Suspendieren in Wasser gefunden: in Phosphat 
11 mg, in Acetat 2 mg Maltose. 

Die Schlu8folgerungen sind dieselben wie beim 2. Versuch. 

4. Versuch: Leukocyten (16. VI. 33) mit Abkiirzung isoliert, mit Aceton 
getrocknet. Der Glycerinauszug enthielt [V. Lyo-amylase, die Zellreste er- 
gaben bei Anwesenheit von Glycerin in Phosphat 18 mg Maltose, in Acetat 0. 
Mit einem in iiblicher Weise griindlicher ausgewaschenen Anteil dieser 
Leukocyten ergab die Verarbeitung in frisch-feuchtem Zustand Zellreste, die 
in Glycerinsuspension mit Phosphat 36 mg Maltose entstehen lieBen. 


In diesem Falle diirfte von der IV. Desmo-amylase wenigstens ein 
erheblicher Teil schon in den lebenden Leukocyten existiert haben. 
Zur dextrinogenen Natur der leukocytéren Amylasen. Die leuko- 
cytiren Amylasen waren hinsichtlich ihrer Einordnung in die 
beiden Typen zu priifen, die in den wichtigen Untersuchungen 
von E. Ohlsson?) sowie von R. Kuhn’) unterschieden wurden: 





1) Diese Z. 189, 17 (1930); vgl. auch E. Ohlsson, C. r. Soe. Biol. 8%, 
1183 (1922) und C. r. du Lab, Carlsberg 16, Nr. 7 (1926); E. Ohlsson u. 
T. Swaetichin, Bull. Soc. Chim. biol. 11, 353 (1929); G. Nordh und 
E. Ohlsson, Diese Z. 204, 89 (1931/32). 

*) Liebigs Ann. 443, 1 (1925) und Habilitationsschrift, Universitit 


Miinchen 1925. 


IV. Desmo-amylase wirksam. Aus diesem Versuch war zu folgern, 
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jextrinogene Amylase von Ohlsson (#-Amylase von Kuhn, im 
Pankreas vorkommend) und saccharogene (f-Amylase von Kuhn, 


| Hauptbestandteil des Malzenzyms). Ohlsson hat aus Malzlésungen 
mit verdiinnter Salzsiiure bei 0° die saccharogene und durch 


Einwirkung von Alkali, besser durch Erwiirmen auf 70° die 
dextrinogene Amylase rein dargestellt. E. Waldschmidt-Leitz, 


| M. Reichel und A. Purr?) ist es dann gelungen, die beiden 


Amylasen durch Adsorption mit Tonerde C, voneinander (und 


' unter anderen Bedingungen von Amylokinase) zu trennen. Die 
griindlichen Untersuchungen von EK. Ohlsson, deren Folgerungen 


sich EK. Waldschmidt-Leitz und M. Reichel?) im wesentlichen 
anschlieBen, fiihrten zur Ablehnung der Alteren Annahme eines nur 
dextrinbildenden Enzyms, da ,,die von diesen Enzymen bedingten 


' Reaktionen nicht sukzessiv, sondern parallel miteinander“ verlaufen. 


Die Dextrinogenamylase, welche die Stirke in mehrere Dextrinmolekiile 
zerlegt, reagiert so, daB ,,das Vermégen der Stirke, mit Jod blau gefiirbt 
zu werden, in einem Zeitpunkt verschwindet, wo nur eine relativ kleine 
Menge Maltose gebildet worden ist. Unter den Reaktionsprodukten dominieren 
also die Dextrine“. ,,Bei fortgesetzter Einwirkung wird indessen auch durch 
diese Amylase Maltose als Hauptprodukt gebildet“. Die Saccharogenamylase 
lit das Vermégen der Stiirke, durch Jod blau gefiirbt zu werden, nicht 
verschwinden, bevor eine sehr groBe Menge Maltose gebildet worden ist. 
,Die Maltose ist demnach schon von Beginn an das dominierende Re- 
aktionsprodukt“. 

Wir folgen der Beobachtungsweise von Waldschmidt- Leitz 
und Reichel, die wir der uns freundlichst zur Verfiigung ge- 
stellten Dissertation von M. Reichel (Prag 1932) entnehmen: 
das Mengenverhiltnis der beiden Amylasen wird durch Fest- 
stellung des Geschwindigkeitskoeffizienten ,,Zuckerbildung und 
Jodfirbung“ beim Farbumschlag blau-blauviolett bestimmt und der 
Umschlagspunkt fiir die beiden als enzymatisch einheitlich an- 
gesehenen Amylasen festgelegt, nimlich fiir @ aus Malz 11°/,, 
fiir 8 aus Gerste 103°/, Maltosebildung aus Amylo-amylose. 

Die Amylasebestimmungen mit Leukocyten erfordern grofe 
Mengen der enzymhaltigen Substanzen, die enzymarm sind, und 
lange Versuchszeiten, gewodhnlich etwa 400—500 mg ‘Trocken- 
substanz in der Titrationsprobe und 10—20 Stunden. Unter 
diesen Umstinden finden wir den Farbumschlag der Jodstiirke 
sofort eintretend, wihrend noch gar kein Zucker entstanden ist. 





1) Naturw. 20, 254 (1932); vgl. auch M. Samec u. E. Waldschmidt- 
Leitz, Diese Z. 203, 16 (1931); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, 
Diese Z. 203, 117 (1931) und 213, 63 (1932). 

*) Dissertation von M. Reichel, Prag 1932. 
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Jedenfalls gehéren die leukocytiiren Amylasen zum @-T'yp. Um 
die Zeit des Farbumschlags von blau in blauviolett einigermatien 
zu beobachten, scheint man mit den Mengen stark zuriickgehen 
zu miissen (z. B. auf 4/,, im Vers. 3). Auch dann erfolgt der 
Umschlag fast sogleich, hingegen tritt er bei noch erheblic}; 
kleineren Mengen auch nach langer Zeit nicht ein. 

Versuch 1. IV. Lyo-amylase (begleitet von gehemmter Amylase | 
in Glycerinlésung, entsprechend 538 mg Ausgangstrockensubstanz, ergab mit 
133 mg léslicher Stirke Kahlbaum in Titrationsprobe von 24 cem nach 20 
und 50 Minuten blauviolett, nach 2'), Stunden violett bei 11°/, Maltose 
(14,5 mg), nach 61/, Stunden rotviolett bei 29°/, Maltose (39 mg). 

Auch in Natriumacetatlésung schlug, obwohl keine Maltose gebildet 
wurde, das Jodstirkeblau in blauviolett um, und diese Farbe blieb lange 
bestehen. 

Versuch 2. Desmo-amylase (iiberwiegend I, auch II enthaltend), 
900 mg Subst.: in 1—2 Minuten Umschlag in violett; nach 11'/, Stunde 
violett bei 7°/, (= 9mg) Glucose; nach 5 Stunden 26mg Glucose, entsprechend 
20°/, Spaltg., Farbe rétlichviolett; nach 23 Stunden 58 mg (44°/,), Farbe 
mehr rot als violett. 

Versuch 3. Dasselbe Desmo-enzym, °/,;, der tiblichen Menge, nim. 
lich 33 mg: nach */, Minute Farbe deutlich blauviolett, natiirlich keine 
Zuckerbildung. 

Versuch 4. I. und III. Lyo-amylase, nimlich vor der Dialyse 
I. Amylase: Trockengew. der angew. Leukocyten 555. Farbe (nach 15 Mi- 
nuten gepriift) violett. Aber nach 13 Stunden erst 4 mg Maltose in Phos. 
phat, 0 in Acetat. Nach der Dialyse, also III. Amylase: nach 13 Stunden 
Farbe rotviolett, Maltose 47 mg = 35 °/,. 


Es scheint, als sei in den Leukocyten in verhiltnismifig 
sehr grofer Konzentration ein nur dextrinbildendes Enzym ent- 
halten, hinter dessen Wirkung die von uns stets gemessene Maltose- 
und Glucosebildung, also Dextrinspaltung, weit nachhinkt. Die leuko- 
cytiren Amylasen, deren Verhalten vom pankreatischen und von 
den Malzenzymen abweicht, diirften zur endgiiltigen Klarlegung der 
Dextrin- und Zuckerbildung durch Amylolyse Beachtung verdienen. 

Die Bezeichnung Amylase fiir die von uns untersuchten 
Enzyme ist als Abkiirzung von Amylo-dextrinase aufzufassen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir die Férderung unserer Untersuchung zu aufrichtigem Dank 
verpflichtet. Ferner driicken wir der ,.Ella Sachs Plotz Foundation 


for the Advancement of Scientific Investigation“ in Boston fiir 


eine freundliche Bewilligung zugunsten der vorliegenden Arbeit 
unseren besten Dank aus. 








eS FO, @ 


rey 


Pn d) 
j q 
unde 
Ri 
hend 
« > | 
arpe 


1iim- 
eine 


lyse 
Mi- 








33 


Uber das Vorkommen von Betainen in der Archenmuschel. 


Von 
Fr. Kutscher und D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Marburg und dem Physiologisch- 
chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1933.) 


Die Aufarbeitung der mit Silbernitrat und Baryt fillbaren 
Basen aus den Extraktstoffen der Archenmuschel (Arca Noae) 
hatte zur Auffindung des Arcains!) gefiihrt. Dieses erwies sich 
als 1,4-Diguanido-n-butan. Sein Abbau durch Bakterienfermente 
wurde von F, Linneweh?’) eingehend untersucht. 


Wir haben nun das Filtrat dieser Silberfallung, die sogenannte 
Lysinfraktion einer niheren Untersuchung unterzogen und sind 
dabei auf die Mehrzahl der in der belebten Natur aufgefundenen 
Betaine gestoBen. Der Menge nach bei weitem iiberwiegend fand 
sich das Glykokolibetain, daneben in viel geringerer Ausbeute 
y-Butyrobetain, Carnitin, Stachydrin und schlieflich eine 
Substanz, die in den Analysenzahlen ihrer Salze ganz mit dem 
Trigonellin iibereinstimmte, aber in den Schmelzpunkten Ab- 
weichungen aufwies, so daf vielleicht ein Isomeres des Trigonellins 
vorliegt. Uber diesen Korper soll in einer spiiteren Mitteilung 
berichtet werden. 

Das Glykokollbetain ist nicht nur in der Pflanzenwelt, son- 
dern auch bei den wirbellosen Tieren allmahlich immer hiufiger 
gefunden worden*) und auch das y-Butyrobetain zeigte, nachdem 
seine Eigenschaften bekannt geworden waren, ein immer hiu- 
figeres Vorkommen. So wurde es von D. Ackermann bei Ak- 
tinia equina*) von F. A. Hoppe-Seyler und W. Schmidt®) bei 
Anguilla vulgaris und von A. W. Keil, W. Linneweh und 
K. Poller®) bei Python molurus beobachtet. Schon friiher war 
es von K. Takeda‘) im Hundeharn nach Phosphorvergiftung und 
dann von H. Reinwein und F. Thielmann’) im Menschenharn 
bei perniziéser Aniimie gefunden worden. Neuerdings beob- 
achteten es O. Fléssner und Fr. Kutscher’) auch nach starker 
kérperlicher Arbeit im menschlichen Harn. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXI. 3 





34 Fr. Kutscher und D. Ackermann, 


Das Vorkommen des Carnitins in der Reihe der Wirbellosen 
ist erst ein einziges Mal und zwar bei Oktopus oktopodia von 
K. Morizawa’’) beschrieben worden und Stachydrin war bisher 
iiberhaupt nur als ein Produkt der Pflanzenwelt bekannt. Es 
wurde von A. von Planta?!) in den Wurzelknollen von Stachys 
tubifera entdeckt und hat sich seitdem bei einer ganzen Reihe 
von Pflanzen auffinden lassen.!*) Es ist das Betain des Prolins**) 
wie auch durch die Synthese!) bewiesen wurde. 





H,.C——CH, 
iH 0 
H,C C—C7 
oe 
(CH,),==N Q 


All diese Beobachtungen sind erneute Beweise dafiir, daf 
auch der tierische Organismus einen Teil der Aminosiuren be- 
zugsweise deren Umwandlungsprodukte der Methylierung unterwirft. 


Endlich sind wir im Laufe dieser Untersuchung noch auf 
einen basischen Bestandteil der Archenmuschel gestoBen, dessen 
Chlorid und Chloraurat die Formel ©,H,,N,O, annehmen 1iBt. 
Der Kérper enthalt zwei Methylgruppen am Stickstoff und kénnte 
als ein N-Dimethylthymin aufgefaBt werden. Zu einem Konsti- 
tutionsbeweis reichte die Menge nicht aus. 


Experimenteller Teil. 


Der mit Silber und Baryt nicht fallbare Anteil des Extraktes 
von Arca Noae?) wurde iiber eine Phosphorwolframsiurefillung 
in bekannter Weise in eine Lésung der freien Basen (Lysin- 
fraktion)iibergefitihrt und diente mit einem Gesamtstickstoffgehalt von 
26,7 g als Ausgangsmaterial der Untersuchung. Die Aufarbeitung 
wurde dadurch erschwert, daB der griéBte Teil davon aus Gly- 
kokollbetain bestand; dies lie® sich zwar in der Hauptmenge gut 
abtrennen, tauchte aber in den Fraktionen, die durch verschiedene 
Fallungsmittel geschaffen wurden, hiiufig wieder auf und behinderte 
die Isolierung der anderen in viel spiirlicherer Menge vorhandenen 
Basen, so daB diese nur in geringer Ausbeute rein gewonnen 
werden konnten. Das Glykokollbetain wurde als Pikrat isoliert 
und als Chlorid gewogen, was zu einer Gesamtausbeute von 206g 
Glykokollbetainchlorid entsprechend 71,2°/, des Gesamtstickstofis 
der Lysinfraktion fiihrte. Die Identifizierung erfolgte als Pikrat. 
Chlorid und Chloraurat. 
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Glykokollbetainpikrat. Schmelzp. 182°. 
4,520 mg Subst.: 6,360 mg CO,, 1,710 mg H,O. — 6,257 mg Subst.: 
0,902 eem Ny, (22,5°, 749 mm). 
C,H,,NO,C;H,N,0, Ber. C 38,14 H 4,08 N 16,19 
Gef. ,, 38,38 » 4,23 , 16,41. 
Glykokollbetainchlorid. Schmelzp. 231—235° 


4,709 mg Subst.: 6,730 mg CO,, 3,390 mg H,O. — 6,370 mg Subst.: 
0,516 cem N, (17,5°, 750 mm). — 9,505 mg Subst.: 8,780 mg AgCl. 


C.H,,NO,HCl Ber. C 39,06 H 7,87 N 9,12 Cl 23,08 
Gef. ,, 38,98 5» 8,05 »» 9,40 22,85 
Glykokollbetainchloraurat. 
4,720 mg Subst.: 2,270 mg CO,, 1,130 mg H,O. — 6,188 mg Subst.: 
0,181 eem N, (17°, 751 mm). — 4,720 mg Subst.: 2,021 mg Au. 
C,H,,NO,:HAuCl, Ber. C 13,13 H 2,71 N 3,07 Au 43,14 
Gef. , 13,12 , 2,68 ,, 3,41 ,, 42,82. 


Die Abtrennung der iibrigen Basen vom Glykokollbetain ge- 
staltete sich nun so, daB die gesamten freien Basen der Lysin- 
iraktion in einer wiBrigen Liésung von etwa 300 ccm so lange mit 
vesiittigter alkoholischer Pikrinsiure versetzt wurden, bis keine 
Fillung mehr entstand. Der Niederschlag wurde am anderen 
Tage abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert. Die sich abscheidende Menge (A.) enthielt die 
in Alkohol und Wasser schwer léslichen Pikrate, die wiBrige 
Mutterlauge, die in Alkohol schwer, in Wasser leichter léslichen 
Pikrate (B.), wihrend sich in der urspriinglichen (alkoholischen) 
Mutterlauge die in Alkohol léslichen Pikrate (C.) befanden. 

A, Als Pikrate in Alkohol und Wasser schwer loslicher Teil. 
Hieraus wurde Stachydrin in folgender Weise gewonnen. 
Nachdem mit Salzsiiure und Ather die Chloride dargestellt waren, 
wurde die Lésung derselben stark eingeengt und gab nach Ver- 
setzen mit Alkohol 83,5 g Glykokollbetainchlorid. Das alkoholische 
Filtrat lieferte nach Einengen und Aufnehmen mit Alkohol das- 
selbe Salz und erst als dieses Verfahren noch 3mal wiederholt 
war und insgesamt 99,2 g Glykokollbetainchlorid vorlagen, wurde 
mit alkoholischem Platinchlorid gefillt. Die Fiallung wurde aus 
wenig Wasser umkrystallisiert, von einem hierbei schwer léslichen 
Anteil abfiltriert und das Filtrat dann in das Goldsalz verwandelt. 
Es wurden so 5,4 g noch nicht ganz reines Stachydrinchloraurat 
gewonnen. Erst die Umwandlung in das in Wasser leicht lésliche, 
in Alkohol etwas schwerer lésliche Chlorid und erneute Fillung 
3* 
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mit Goldchloridchlorwasserstofisiiure fiihrte zu reinem Stachydrin- 
chloraurat. 





Stachydrinchloraurat. 

4,888 mg Subst.: 3,050 mg CO,, 1,250 mg H,O, 1,999 mg Au. — 5,920 mg 
Subst.: 0,160 cem N, (22°, 750 mm). — 9,050 mg Subst.: 3,705 mg Au. 
C,H,,NO,-HAu Cl, ~—_ Ber. C 17,39 H 2,92 N 2,90 Au 40,82 

Gef. ,, 17,02 9) 2,86 5» 3,08 », 40,94. 

Das Goldsalz schmolz unscharf bei 234—238°, bei lang- 
samem Erhitzen schon zwischen 223 und 226°. Der Schmelz- 
punkt des Stachydrinchloraurats ist nach EK. Schulze und G. Trier") 
von der Art des Erhitzens abhingig. Sie fanden éfters 225°. 


Das aus diesem Goldsalz durch Schiitteln mit kolloidalem 
Silber gewonnene Chlorid war in Wasser leicht léslich, léste sich 
aber auch, allerdings schwerer in kaltem Alkohol, wie dies fiir 
Stachydrinchlorid!») angegeben wird. Auch in der stark sauren 
Reaktion stimmte das Salz mit dem Stachydrinchlorid iiberein. 
Der Schmelzpunkt des Stachydrinchlorids wechselt nach E. Jahns !° 
je nach dem schnelleren oder langsameren Erhitzen bei Tempe- 
raturen, die oft erheblich differieren. Wir fanden 222—224° 
und 235—238°, E. Schulze und G. Trier?) geben 235° an. 

Besonders beweisend fiir Stachydrin war entsprechend dem 
darin enthaltenen Pyrrolidinkern die Fichtenspanreaktion dieses 
Chlorides aus Arca Noae, die den Kérper auch deutlich vom y- 
Butyrobetain unterscheidet. Mit diesem kann es im tibrigen sowoll 
wegen der Ahnlichkeit seiner Salze, wie auch deswegen verwechselt 
werden, weil das 7-Butyrobetain (C,H,,NO,) sich nur um ein Mehr 
von zwei Wasserstofiatomen vom Stachydrin (C,H,,NO,) unter- 
scheidet. Entscheidend ist hier einerseits der Wasserstofiwert, vor 
allem aber die N-Methylbestimmung, die in unserem Falle die 
erwarteten zwei Methylgruppen gab, wiihrend ja beim y-Butyrobetain 
deren drei vorliegen. 


Stachydrinchlorid. 

4,856 mg Subst.: 8,300 mg CO,, 3,480 mg H,O. — 6,125 mg Subst.: 
0,413 cem N, (20°, 752 mm). — 10,002 mg Subst.: 7,88 mg AgCl. — 8,120 mg 
Subst.: 19,780 mg AgJ (N-Methylbestimmung). 

Fiir C,;H,,NO,HCl (Stachydrinchlorid) 
Ber. C 46,77 H7,85 N 7,80 Cl 19,74 (N—)CH, 16,73 
Fiir C,H,;NO,HCl (y-Butyrobetainchlorid) 
Ber. C 46,25 H 8,88 N 7,72 Cl 19,52 (N—)CH, 24,82 
Gef. _,, 46,62 » 392 4 7,77 19,50 - 15,58 














mg 
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B. Als Pikrate in Alkohol schwer, in Wasser leicht loslich. Wie 
bei Fraktion A wurde nach Umwandlung in die Chloride aus 
diesen mit Alkohol wieder Glykokollbetain abgetrennt, diesmal 
in einer Menge von 10,4 g. Die alkoholische Mutterlauge hiervon 
wurde mit alkoholischem Platinchlorid gefillt. Nach dem Um- 
krystallisieren der abfiltrierten Fillung aus Wasser wurde ein ge- 
ringer schwer léslicher Teil verworfen und die Hauptmenge iiber das 
Chlorid in das Chloraurat iibergefiihrt. Dies wog 8 g und stellte 
sich als noch nicht ganz reines Chloraurat des y-Butyrobetains 
heraus. Um es zu reinigen wurde es in das Chlorid verwandelt, 
dem offenbar noch etwas Stachydrin anhaftete, da die Fichten- 
spanreaktion noch positiv ausfiel. Erst nach Umkrystallisieren 
des Chlorides, erneuter Fillung mit Goldchlorid, Riickverwandlung 
des so erhaltenen mehrfach umkrystallisierten Goldsalzes in das 
Chlorid und nochmaliger Wiederholung dieses ganzen Verfahrens 
wurde reines y-Butyrobetainchlorid erhalten, das keine Fichten- 
spanreaktion mehr gab und unscharf bei 207—210° schmolz. 
Die Analyse ergab im Gegénsatz zum Stachydrin das Vorhandensein 
der drei erwarteten N-Methylgruppen. 
y-Butyrobetainchlorid. 

4,910 mg Subst.: 8,280 mg CO,, 3,840 mg H,O. — 5,380 mg Subst.: 
0,377 cem Ny (21°, 750 mm). — 11,960 mg Subst.: 9,460 mg AgCl. — 5,413 mg 
Subst.: 19,94 mg AgJ (N-Methyl-Bestimmung) 

Fiir C,H,,NO,HCI 

Ber. C 46,25 H 8,88 N 7,72 (Cl 19,52 (N—)CH, 24,82 

Gef. ,, 45,99 ,, 8,75 , 804 ,, 19,57 ss 23,57. 
y-Butyrobetainchloraurat. Schmelzp. 183—185° (verlangt 182—185°) 

4,740 mg Subst.: 3,030 mg CO,, 1,420 mg H,O. — 8,005 mg Subst.: 
0,216 cem Ng (22,5°, 751 mm). — 9,475 mg Subst.: 3,835 mg Au. — 10,480 mg 
Subst.: 13,75 mg AgJ (Mikro-N-CH, Best.). 

Fiir C,H,,NO,HAuCl, 

Ber. C 17,30 H 3,32 N 2,89 Au 40,65 (N—)CH, 9,28 

Gef. 5, 17,43 9) 3,39 ~ ae 5, 40,48 * 8,39. 

SchlieBlich wurde noch das Chloroplatinat dargestellt, das sich bei 
233—235° zersetzte. 

y-Butyrobetainchloroplatinat. 
4,598 mg Subst.: 4,030 mg CO,, 1,900 mg H,O. — 8,060 mg Subst.: 
0,280 cem N, (20°, 752 mm). — 12,910 mg Subst.: 3,575 mg Pt. 
Fiir (C,H,,NO,),H,PtCl, 
Ber. C 23,99 H 4,61 N 4,00 Pt 27,88 
Gef. , 28,00 , 462 ,, 401 ,, 27,69. 

Die alkohollosliche Pikratfraktion wurde, wie die vorigen Frak- 

tionen, in eine Lésung der Chloride verwandelt, aus der sich 
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noch 109 g Glykokollbetain abtrennen lieben. Nachdem dies er- 
folgt war, blieb noch ein Gesamtstickstoffgehalt von 5,46 g N. 
Es wurde jetzt aus geringem Volumen mit alkoholischer Queck- 
silberchloridlésung gefallt, die entstandene reichliche, dunkel ge- 
farbte dlige Fallung in das Chlorid verwandelt und nun eine 
Fallung mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure vorgenommen. Die 
reichliche Goldfaillung enthilt die Base, welche in den Analysen- 
werten ihrer Salze ganz mit Trigonellin iibereinstimmt; iiber sie 
soll spiter berichtet werden. 

Das Filtrat der Goldfillung schied nach einigem Stehen 2,3 g 
eines Chloraurates aus, das nach dreimaligem Umkrystallisieren 
aus Salzsiure Werte gab, die fiir eine Base C,H,,N,O, sprechen. 


10>*2 
5,056 mg Subst.: 3,85 mg CO,, 1,030 mg H,O. — 8,200 mg Subst: 
0,356 cem N, (17°, 755 mm). — 8,960 mg Subst.: 3,580 mg Au. 
C,H,,.N,0,HAuCI, Ber. C 17,00 H 2,24 N 5,67 Au 39,91 


) » 
Gef. ,, 17,18 » ae 99 3,07 »» 89,95. 
Das aus dem Goldsalz gewonnene Chlorid liefert gut ausgebildete 
Krystalle und gibt beim Trocknen im Vakuum bei 100° ein Molekiil Krystall- 
wasser ab, wobei es gleichzeitig seinen Glanz verliert. 
31,465 mg lufttrockne Substanz gaben bei 100° i. V. 2,690 mg H,0. 
C,H,,.N,O,HC1+H,0 Ber. H,O 8,64 Gef. H,O 8,55. 
Die folgenden Analysen wurden mit dem krystallwasserfreien Chlorid 
vorgenommen. Dieses schmolz bei 168—172°. Die N-Methylbestimmung 
stimmt zu 2 Methylgruppen am Stickstoff. 


4,507 mg Subst.: 7,330 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 7,390 mg Subst.: 
0,927 cem N, (18°, 748 mm). — 8,590 mg Subst.: 6,32 mg AgCl. — 3,530 mg 
Subst.: 8,580 mg AgJ (N-Methylbestimmung). 

C,H,,N,0,HC! 
Ber. C 44,08 H 5,82 N 14,70 Cl 18,61 (N-)CH, 16,14 
, 44,36 4) 9,96 5 14,48 5, 18,20 - 15.55. 


Aminogruppen lieben sich mit der van Slykeschen Methode nicht 
nachweisen, was ebenso, wie die beiden N-Methylgruppen fiir die Annahme 
eines N-Methyl-Thymins verwertet werden kénnte. 

Aus der Mutterlauge der 2,3 g Goldsalz dieser Base wurde 
eine Liésung der Chloride hergestellt. Zur weiteren Reinigung 
schloB sich eine Fillung mit alkoholischem Platinchlorid an. 
deren Filtrat nach lingerem Stehen 1,7 g eines krystallinischen 
Platinates ausschied. Nach Uberfiihrung in das Goldsalz und 
mehrfachem Umkrystallisieren stellte sich heraus, da Carnitin- 
chloraurat vorlag. Es schmolz ebenso wie reines Carnitinchlor- 
aurat anderer Herkunft bei 149—153° Der Mischschmelzpunkt 
war 147—151°. 
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Carnitinchloraurat. 
5,349 mg Subst.: 3,330 mg CO,, 1,620 mg H,O, 2,106 mg Au. — 6,055 mg 
Subst.: 0,167 cem N, (20°, 744 mm). — 10,605 mg Subst.: 4,185 mg Au. — 
6,402 mg Subst.: 8,185 mg AgJ (N-Methylbestimmung). 


C,H,,NO,HAuCl, 
Ber. C 16,8 H 3,1 N 2,8 Au 39,35 (N-)CH, 8,99 
Gef. ,, 16,98 ,, 3,39 ,, 3,14 ,, 39,37, 39,44 . - 60a 


Die geringe Menge des aus diesem Goldsalz gewonnenen 
Chlorides drehte, wie auch Carnitinchlorid, nach links und wurde 
durch Behandeln mit Salzsiiure und Alkohol zwecks weiterer Identifi- 
zierung verestert. Der Ester kam als Platinat zur Analyse. 

Dieses zersetzte sich bei 232°. 

Carnitinithylesterchloroplatinat. 

20,310 mg Subst.: 20,2 mg CO,, 9,1 mg H,O. — 6,020 mg Subst.: 
0,206 eem N, (18,5°, 752 mm). — 10,805 mg Subst.: 2,660 mg Pt. — 4,488 mg 
Subst.: 2,590 mg AgJ (Oxyiithylbestimmung). 

(C,H, ,NO,),H,PtCl, 
Ber. C 27,39 H5,11 N 3,55 Pt 24,70 (0-)C,H, 7,37 
Gef. ,, 27,13 ,, 5,01 ,, 3,96 ,, 24,61 Tk 


Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Beitrage zur Kenntnis der Cholatriensdure. II. 
Photochemische Veranderung der Cholatriensaure und der Choladiensaure., 


Von 
Ziro Uraki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. August 1933.) 


In der vorigen Mitteilung') habe ich berichtet, daB der 
Cholsiuremethylester durch Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen 
in einen isomeren #-Ester umgewandelt wird. Jetzt wurde der 
Einfiu8 der Ultraviolettstrahlen auf die ungesittigten Gallensiuren 
a-Cholatriensaure I?) vom Schmelzp. 163—164° und #-Chola- 
diensiure untersucht, von denen die erstere nach Shimizu und 
Mitarbeitern eine isomorphe Mischung von e«-Cholatriensiure II] 
und IV darstellt. 

Durch Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen fingt die Chloro- 
formlésung der «-Cholatriensiure I nach 15 Minuten an sich gel) 
zu farben, um allmahlich ihre Farbintensitit zu steigern, wihrend 
dabei der Wert ihrer spezifischen Drehung [e]f° = — 22,63° 
mit der Zeit allmihlich abnimmt, bis sie endlich nach 9 Stunden 
Rechtsdrehung von [@]j° =+ 2,4° erreicht hat, genau wie es 
beim Ergosterin*) der Fall war. Dieses rechtsdrehende Bestrah- 
lungsprodukt ist harzig amorph, nicht krystallisierbar und wird 
durch Platinoxyd und Wasserstoff zu Cholansiure hydriert. 

Das Harz enthalt also wenigstens eine mit «-Cholatriensiure 
IIT oder IV isomere Siure, die ich vorliiufig e-Cholatriensiure V1 
nennen will und deren Farbreaktionen von denjenigen der ur- 
spriinglichen Saiure ganz verschieden sind, wie in folgender Tabelle 
gezeigt wird. 

1) Z. Uraki, Diese Z. 207, 16 (1932). 
*) T. Shimizu, T. Oda u. H. Makino, Diese Z. 213, 136 (1932). 
*) A. Windaus u. O. Linsert, Ann. d. Chem. 465, 148 (1928). 
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Reaktion 





Konz. Schwefelsiiure . 


Salkowski 
Liebermann-Burchard 
Essigsiureanhydrid und 


a-Cholatriensiure I 





nach einigen Minuten 


tief gelb 
gelb 
blau, dann griin 


a-Cholatriensiiure VI 


sofort weinrot 


weinrot 
rot, dann griin 








Schwefelsiiure griin weinrot, nicht griin 
Tortelli-Jaffe — (gelb) — (gelb) 
Antimontrichlorid . gelb, dann orangerot braunrot 


Aus dem Produkt der 2stiindigen Bestrahlung wurde in etwa 
25°/,iger Ausbeute unveriinderte q«-Cholatriensiiure [II erhalten, 
die durch weitere 7 stiindige Bestrahlung in rechtsdrehende e«-Chola- 
triensiure VI umgewandelt wird. 

Die #-Choladiensiiure aus Desoxycholsiure wird bei 1—3 stiin- 
diger Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen nicht veriindert. Daraus 
geht als wahrscheinlich hervor, daB die Ultraviolettstrahlen am 
B-Ring der Cholatriensiure-molekel angreifen, indem dessen Doppel- 
bindung verschoben wird. Das Ausbleiben der Reaktion mit 
Maleinsiureanhydrid bedeutet wahrscheinlich, dai die urspriing- 
lichen e@-Cholatriensiiuren III und IV, sowie die neugebildete 
«-Cholatriensiure VI keine konjugierten Doppelbindungen ent- 
halten. 

Beschreibung der Versuche. 
A. Bestrahlung der «-Cholatriensaure I. 

Sie wurde aus Cholsiure nach der Vorschrift von Shimizu 
und Mitarbeitern?) hergestellt. Schmelzp. 163—164° Die Chola- 
triensiure I wurde in Chloroformlésung, genau wie es bei dem 
Cholsiuremethylester geschah?), bestrahlt. 

Erst nach 15 Minuten fangt die Chloroformlésung an sich 
schwach gelblich zu firben, um allmihlich mit der Dauer der 
Bestrahlung ihre Farbenintensitit zu steigern. Die Verinderung 
der optischen Aktivitit wird in folgender Tabelle angegeben. 














Bestrahlungsdauer : 7 
in Stunden 0 0,5 1 1,5 2 
ta]p" — 22,29 | — 20,0° | — 17,79 | — 13,8° | — 10,5° 
— 15,3 ° 
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Bestrahlungsdauer ; ~ . 
in Stunden S 4 6 ‘ 9 13 
[a]?° — 98° | —6,2° |] — 3,79} +0° | + 2,49] +425 
pom 2,8° + 2,4° 




















Nach der 9stiindigen Bestrahlung wurde eine spezifische 
Drehung [@]i° = + 2,4° beobachtet, die bei weiterer Bestrahlung 
fast unveriindert blieb. 

a-Cholatriensiure VI. 

Die 13 Stunden lang bestrahlte Chloroformlésung wurde bei 
Zimmertemperatur verdunstet und der Riickstand aus allen 
organischen Lésungsmitteln vergebens umzukrystallisieren versucht. 
Es blieb ein gelbliches Harz zuriick, das in Chloroform spielend 
leicht léslich ist. Das Harz addiert Brom und entfiirbt Kalium- 
permanganatlésung. Seine Farbreaktionen sind ganz anders als 
die der «-Cholatriensiure I. 

Dieses amorphe Harz zeigt in 0,525 °/, iger Chloroformlésung[«]?° = +2,4°, 
Titration: 0,37 g Substanz brauchten 20,2 ccm n/20-KOH. 

Aguivalent fiir C,,H,,0, Ber. 354 Gef. 366,3. 


Cholanséure aus e-Cholatriensidure VI. 

90 mg a-Cholatriensiure VI wurden in 10 ccm Eisessiglésung 
mit 200 mg Platinoxyd (nach Adams) und Wasserstoff hydriert. 
In 3 Stunden hat die Siure 70 ccm Wasserstoff aufgenommen 
(18°, 769 mm), was 6 Atomen Wasserstoff, also 3 Doppelbindungen 
entspricht. 

Das von Platin befreite Filtrat wurde i. V. abgedampft und 
mit Wasser versetzt. Die hierbei ausgeschiedene Siure wurde in 
Alkohol aufgenommen und dazu unter Erwirmen Natronlauge 
gegeben. Nach kurzer Zeit ist das Na-Salz dieser hydrierten Saure 
flockig abgeschieden, wihrend gelb gefairbte Verunreinigungen 
meistens in Lésung geblieben sind. 

Dieses Verfahren wurde dreimal wiederholt. Dann wurde die 
Siure in absolutem Alkohol mit Salzsiiuregas esterifiziert. Der in 
langen Nadeln krystallisierte Athylester schmolz bei 93°. 

Spezifische Drehung: 0,052 g in 10 eem Chloroform, a = + 0,21°, 
2 dm; [a]2° = + 20,2°. 

Durch Verseifung dieses Esters mit alkoholischer Kalilauge 
wurde eine Krystallmasse erhalten, die bei 163° schmolz. Der 
Mischschmelzpunkt dieser Siiure mit Cholansiiure zeigte keine 
Depression. 
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Spezifische Drehung: 0,0725 g in 10 cem Chloroform, « = + 0,30°, 
2 dm; [a]3° = + 20,6°. 
4,302 mg Subst.: 12,620 mg CO,, 4,350 mg H,0. 
C.4Hi0, ‘Ber. C 79,93 H 11,15 Gef. C 80,00 H 11,31. 


Diese Siiture wurde mit Diazomethan verestert. Der Methyl- 
ester schmolz bei 86°. 


a-Cholatriensiure III aus e-Cholatriensiure I. 


2 ¢ a-Cholatriensiiure I wurden in 300 ccm Chloroformlésung 
2 Stunden lang bestrahlt und diese Lisung durch Abdampfen bei 
Zimmertemperatur von Chloroform befreit. Der gelb gefiarbte 
sirupodse Riickstand, dessen spezifische Drehung in Chloroform 
[v]p° = — 11,3° betrigt, wurde in Alkohol warm gelést. Nach 
kurzer Zeit schied sich eine weiBe Krystallmasse ab, die aus 
Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurde. Nadeln die bei 170° 
sintern und bei 176° schmelzen. Der Mischschmelzpunkt dieser 
Siiure mit der g-Cholatriensiure III zeigte keine Depression. Aus- 
heute 0,5 g. 


Spezifische Drehung: 0,044 g in 10 cem Chloroform, « = — 0,075", 
2dm; [o]2° =— 8,52°. — 4,670, 4,732 mg Subst.: 13,905, 14,100 mg CO, 
4,020, 4,130 mg H,0. 

C.,H,,0, Ber. C 81,29 H 9,67 
Gef. ,, 81,24, 81,29 » 9,68, 9,77. 


Titration: 23,0 mg Subst. verbrauchten 1,28 ccm n/20-KOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 354 Gef. 359,4. 


Diese Siure wurde in Chloroformlisung 7 Stunden lang weiter 
hestrahlt. Als Reaktionsprodukt erhielt man das gelbliche Harz, 
das in Chloroformlésung rechtsdrehend ist. Die @-Cholatrien- 
siure VI scheint also titber e-Cholatriensiiture IT aus «@-Cholatrien- 
siure IV gebildet zu werden. 


Cholansiure aus e-Cholatriensiure III. 


100 mg dieser Siiure wurden mit Diazomethan verestert. Dieser Ester 
ist dlig. Das Ol wurde in 10 cem Eisessiglisung mit 100 mg Platinoxyd 
und Wasserstoff hydriert. Hierbei nahm 1 Mol Ester 3 Mol Wasserstoff auf. 

Das von Platin befreite Filtrat wurde unter Zusatz von Wasser ge- 
fillt und diese Fiillung aus Methanol umkrystallisiert. Der in Nadeln 
krystallisierte Ester schmolz bei 85°. Er wurde mit 5°/, iger alkoholischer 
Kalilauge verseift und nach Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure ausgeiithert. 
Der von Ather befreite Riickstand wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Die 
in Nadeln krystallisierte Siiure schmolz bei 163°. 
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Sie firbt sich nicht mit Essigsiiureanhydrid-Schwefelsiure und addiert 
| weder Brom, noch entfirbt sie Kaliumpermanganatliésung. Bei der Hydrierung 
| mit Palladiumschwarz wurde dieselbe in Nadeln krystallisierende Siiure 
| erhalten. 

I. 3,689 mg Subst.: 10,795 mg CO,, 3,680 mg H,O. — II. 4,931 mg 
Subst.: 14,480 mg CO,, 4,850 mg H,0. 


C,H 9, Ber. C 79,93 H 11,19 


Gef. I. ,, 79,81 _ a 
» IL.,, 80,14 5» TEM. 
Spezifische Drehung: 0,05 g in 10 cem Chloroform, « = + 0,22°, 2 dm: 
(a]2° = + 22,0°. 
B. Bestrahlung der Choladiensaure. (/-Choladiensaure) I 














Die Choladiensiure?) vom Schmelzp. 133° und [a@]?° = + 35,5° wurde 
in der gleichen Weise in Chloroformlésung bestrahlt, das Ergebnis wird in 
folgender Tabelle gezeigt. 

— — ——_—__—_——_ ( 

Bestrahlungsdauer 0,5 1 1.5 9 3 ) 
in Stunden . | 
[«]3° | + 35,5° | + 35,5° | + 35,0° | +35,5° | + 35,0° : 


In 8stiindiger Bestrahlung erleidet sie keine Veriinderung der op- 
tischen Aktivitiit und aus dem Bestrahlungsprodukte wurde die urspriing- 
liche Choladiensiure erhalten, die bei 133° schmolz und im Mischschmelz- 
punkt mit Choladiensiiure keine Depression zeigte. 


') H. Wieland u. H. Sorge, Diese Z. 98, 59 (1916). 
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Trimethylaminoxyd und andere Stickstoffbasen 
in Krebsmuskeln. 
Von 
F. A. Hoppe-Seyler. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1933.) 


Im Muskel des Hummers (Homarus vulg.) findet sich regel- 
mibig Trimethylaminoxyd, im Schwanzmuskel in Mengen von 
etwa 0,3°/,. Um alle Zweifel zu beseitigen, wurde aus 300 g 
Muskel das Pikrat isoliert. 

Die Base wurde bisher nur bei Selachiern! **), Teleostiern * * * 5) 
und Cephalopoden®) gefunden. Es wurde aber bereits friiher ver- 
mutet*), daB das von Suzuki‘) aus japanischen Riesenkrabben 
isolierte ,,Kkanirin“, das von ihm fiir ein Isomeres des Lysins 
gehalten wurde, Trimethylaminoxyd war. Das wird jetzt durch die 
Auffindung der Base bei anderen Crustaceen noch wahrscheinlicher. 

Auch im Muskel von FlufSkrebsen (Astacus fluviatilis) scheinen 
geringe Mengen von ‘Trimethylaminoxyd vorzukommen. Das ist 
merkwiirdig, weil die Verbindung bis jetzt iiberhaupt nur bei 
Meerestieren nachgewiesen wurde und bei Meeresteleostiern regel- 
miBig, dagegen nie bei SiiBwasserteleostiern zu finden war. Der 
Nachweis konnte beim Flu8krebs allerdings nur indirekt durch 
Bestimmung der Zunahme der fliichtigen Basen nach Reduktion 
von Extraktproben mit Zinnchloriir und Salzsiiure erbracht werden 
(vgl. Tabelle, 8. 47). Zur Isolierung und sicheren Identifizierung 
reichte hier das zur Verfiigung stehende Material nicht aus. 

In geringer Menge war im Hummermuskel auch ‘Trimethyl- 
amin vorhanden. Es diirfte aus Trimethylaminoxyd entstanden 
sein und im Hummer- wie im Seefischfleisch den charakteristischen 
Geschmack bzw. Geruch bedingen. 

Bei der Aufarbeitung des Hummermuskels wurden nebenbei 
wie zu erwarten Arginin (iiber Flavianat als Kupfernitrat und 
Nitrat) und Betain (als Chloraurat und Chlorhydrat) — vielleicht 
auch Cholin — abgetrennt. Beim Arginin handelte es sich ein- 
wandfrei um die d-, nicht um die d,l-Form, die Broude®)*) vor 


*) Dort Zusammenstellung von Literatur iiber chemische Zusammen- 
setzung von Crustaceenmuskeln. 
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kurzem nach komplizierterer Fraktionierung aus Flubkrebsmuske| 
erhielt. 

Neben diesen Verbindungen wurde eine Base von der wahvr- 
scheinlichen Zusammensetzung C,H,NO, als Chloraurat erhalten, 
Genau wie Trigonellin gab sie ein regulires Chloraurat C,H,NO, 
- HAuCl, in Gegenwartvon starker Salzsiiure und iiberschiissiger Gold. 
chlorid- Chlorwasserstoffsiiure und ein irreguliires Salz (C,H,NO,) 
-(HAuCl,), in sehr verdiinnter Salzsiiure, und zeigte auch sonst in 
vieler Bosisheiig die Eigenschaften des Trigonellins. Der Schmelz- 
punkt des reguliren Salzes lag aber dauernd 8° zu tief, bei 
Mischung mit regulirem synthetischem oder mit aus Menschen- 
harn isoliertem regularem Trigonellinchloraurat!®) sank er regel- 
maiBig um iiber 20° Die gleiche Base wurde einige Zeit spiiter 
aus der Lysinfraktion eines Extraktes von Arca noae abgetrennt.”) 
Auch eine Probe des vor mehreren Jahren aus Arbatia pustulosa !*) 
erhaltenen reguliren ,,Trigonellinchloraurats“ verhielt sich genau 
wie die aus Hummer und Arca noae erhaltenen Verbindungen und 
gab mit synthetischem regulirem Trigonellinchloraurat gemischt 
eine erhebliche Schmelzpunktsenkung. 

Danach ist anzunehmen, daf bei verschiedenen Avertebraten 
eine bisher unbekannte Base vorkommt, die in Zusammensetzung 
und Eigenschaften dem Trigonellin sehr nahe steht, vielleicht 
isomer, jedenfalls aber nicht mit ihm identisch ist. Die Substanz 
wird weiter untersucht. 


Experimenteller Teil. 


Die zur Untersuchung verwendeten Hummer und Flubkrebse wurden 
mit Chloroform betiubt. Die Schwanz- bzw. Scherenmuskeln wurden rasch 
pripariert, in einer kleinen Fleischmaschine zerkleinert, feucht gewogen, in 
der Reibschale mit kochendem Wasser gut verrieben und in MeBkolben iiber- 
gefiihrt, nach Zusatz von etwas Essigsiiure 1 Stunde in siedendem Wasser 
gehalten, fiir 12 Stunden in den Kiihlschrank gestellt, aufgefiillt, gut durch- 
geschiittelt und durch trockene dichte Kieselgurfilter filtriert. 

In aliquoten Teilen der so erhaltenen Filtrate wurden die fliichtigen 
Basen (Vakuumdestillation) und das Trimethylaminoxyd nach dem frither 
beschriebenen, in Kleinigkeiten verbesserten Verfahren [a. a. O. *)] bestimmt. 
Gelegentlich wurde auch mit Urease auf Harnstoff untersucht; die dabei 
erhaltenen Werte waren so niedrig (entsprechend etwa 1—2 mg in 100 ¢ 
Muskel), daB sie nahezu innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung lagen. 
Zur ,,Rest-N“-Bestimmung (Mikrokjeldahl) mu8ten aliquote Teile der Kiesel- 
gurfiltrate mit Alménscher Lésung noch von Spuren von Eiweif, die bei 
den anderen Bestimmungen natiirlich nicht stérten, befreit werden. Nur bei 
Analyse der Scherenmuskeln der Hummer und bei der Untersuchung an 
Flu8krebsen (Schwanzmuskel) wurden die Muskeln mehrerer Tiere vereinigt. 
Die Analysenergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
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tke! In 100 g feucht gewogenem Muskel in mg: 
hr N in Form | N in Form 
) = Rest-N fliichtiger von C,H,NO 
fen. Basen C,H,NO 
4 ee on 
d- Hummer 600 23,6 22.6 121 
)) (Scherenmuskel) 600 22,6 23,4 125 
in Hummer 1 856 14,6 57,2 307 
i (Schwanzmuskel) 858 14,7 56,6 303 
. 2 Hummer 2 871 25,0 67,24 360 
- (Schwanzmuskel) 866 25,0 68,00 365 
= | Hummer 3 706 28,0 54,8 294 
el- (Schwanzmuskel) 702 27,6 53,4 286 
ter Hummer 4 831 22,4 64,3 344 
(Schwanzmuskel) 822 21,9 64,3 344 
12) Flubkrebs 676 24,2 10,7 57,3 
all (Schwanzmuskel) 677 22,6 11,3 60,6 
: 9,3 49,9 
nd 9.2 49.1 
ht —" ; a ; 
Auffallend ist die Verschiedenheit des Trimethylaminoxyd- 
- sehaltes im Scheren- und Schwanzmuskel der Hummer, die nicht 
is nur durch héheren Wassergehalt des ersten zu erkliren ist. 
ht Zur priparativen Aufarbeitung wurde die Hauptmenge 
WA der Schwanzmuskeln der 4 Hummer benutzt: zusammen 300 g. 
" Das Kieselgurfiltrat des wiBrigen, schwach essigsauren Extraktes 
wurde durch Vakuumdestillation bei bariumcarbonatalkalischer Re- 
aktion von fliichtigen Basen befreit. 
= | Aus dem in Salzsiiure aufgefangenen Destillat konnten durch Extraktion 
2 ' der trockenen Chloride mit absolutem Alkohol geringe Mengen von Trimethyl- 
- | amin- von Ammoniumchlorid getrennt und als Chloraurat (etwa 10 mg) iden- 
r | tifiziert werden. 
CYT : 
h- ! 7,155 mg Subst.: 3,560 mg Au. 
C,H,N - HAuCl, Ber. Au 49,41 Gef. Au 49,76. 
- @ Nach Abtrennung der nichtfliichtigen Basen iiber das Phosphor- 
"  — wolframat wurde Arginin als Flavianat ausgefiillt und iiber das 


Carbonat in die Kupfernitrat- und Nitratverbindung verwandelt. 

Die Lésung des Carbonates zeigte polarimetrisch starke Rechts- 
drehung. 

Kupfernitratsalz: Schmelzp. 115°. 

9,930 mg verlieren bei 130° 0,990 mg H,O. — 8,790 mg Subst.: 1,160 mg 
CuO. 


(C35H,,N,0,). * Cu(NO,). + 3H,O Ber. H,O 9,20 Cu 10,77 
Gef. ,, 9,97 4, 10,54. 
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Nitrat: Schmelzp. 133—134° 


6,470 mg Subst.: 1,624 cem N, (25°, 751 mm). — 9,205 mg Subst.: 
0,310 mg H,0O. 
C,H,,N,O, -HNO, + 1/,H,O Ber. N 28,45 H,O 3,63 
Gef. ,, 28,41 », eat. 


Es handelte sich also um d-Arginin. 

Die Flavianatfaillung enthielt neben Arginin kleine, zur siche- 
ren Identifizierung nicht ausreichende Mengen einer Purinbase 
(Adenin ?). 

Im Filtrat der Flavianatfillung wurden die Basen durch 
Fraktionierung der Chloraurate aufgeteilt. Der in verdiinnter 
Salzsiure schwerstlésliche Teil enthielt neben groBen Mengen 
Betain iiber 80°/, des Trimethylaminoxyds. Diese Fraktion wurde 
nach Verwandlung ins Chlorid durch Fraktionierung in Alkohol 
weiter aufgeteilt. Dabei wurde vor allem Betain in den schwer 
léslichen Anteilen abgetrennt, so daB schlieBlich in den leichter 
léslichen etwa ?/, des Stickstoffes in Form von Trimethylamin- 
oxyd, etwa 1/, in anderer, vorwiegend noch in Form yon Betain 
vorhanden war. 

Zur endgiiltigen Trennung des T'rimethylaminoxyds von Betain 
eignen sich, wenn die Betainkonzentration nicht zu hoch ist, am 
ehesten die Pikrate: das Trimethylaminoxydpikrat ist in Wasser 
wesentlich schwerer léslich als die Betainverbindung. Nach Ver- 
wandlung der Chlorhydrate in freie Basen wurde mit kalt gesiittigter 
waBriger Pikrinsiure tatsiichlich sofort reines Trimethylaminoxyd- 
pikrat erhalten. Das Filtrat der Pikratfillung enthielt Betain. 
das als Chloraurat isoliert wurde. 

Trimethylaminoxydpikrat: Schmelzp. 198—200°. 

22,215 mg Subst.: 29,1 mg CO,, 7,7 mg H,O. — 7,020 mg Subst.: 
1,1378 eem N, (18,5°, 738 mm). 

C,H,NO-C,H,N,O, Ber. C 35,52 H3,98 WN 1843 
Gef. ,, 35,72 » B00 » 18,48. 

Betainchlorhydrat: Schmelzp. 234—235° (Zers.). 

23,65 mg Subst.: 33,9 mg CO,, 16,3 mg H,O. — 10,315 mg Subst.: 
9,535 mg AgCl. — 5,750 mg Subst.: 0,4714 cem N, (17°, 748 mm). 

C.H,,NO,-HCl Ber. C 39,06 H 7,87 N 9,12 Cl 23,08. 
Gef. ,, 39,09  ,, 7,71 5, 9,50 99 22,80. 

Betainchloraurat: Schmelzp. 235—237° (Zers.). 

24,570 mg Subst.: 11,7 mg CO,, 5,9 mg H,O. — 6,545 mg Subst.: 
0,1842 cem N, (18°, 749 mm). — 11,485 mg Subst.: 4,970 mg Au. 


C,H,,NO,-HAnuCl, Ber. C 13,13 H 2,71 N 8,07 Au 438,14 
Gef. ,, 12,99 ,, 2,69 ,, 3,25 ,, 48,26. 
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Auch die Fraktion der in verdiinnter Salzsiiure leicht lés- 
lichen Chloraurate wurde weiter untersucht. Beim EKinengen bei 
Zimmertemperatur im Vakuum krystallisierte zuniichst in Form 
runder Gruppen auffallend hellgelber, weicher Nadeln ein in der 
Kilte noch verhiltnismaBig schwer lésliches Chloraurat (etwa 
0,1 g), das einmal aus sehr verdiinnter Salzsiiure umkrystallisiert 
bei 189-—143° schmolz und beim Veraschen pyridinartig roch. 

9,195 mg Subst.: 3,490 mg Au. — 17,660 mg Subst.: 0,235 ecm N, 
(17°, 749 mm). 

| (C,H, NO,),+3 HAuCl, Ber. Au 37,73 N 3,57 
Gef. ,, 37,96 ,, 3,56. 

Nach Zusatz von etwas Goldchlorid-Chlorwasserstoffsiure ent- 
stand daraus beim Umkrystallisieren aus konzentrierter Salzsiiure 
ein reguliires Salz (dunkelgelbe Prismen und Blittchen), dessen 
Zusammensetzung und Schmelzpunkt beim weiteren Umkrystalli- 
sieren aus moglichst konzentrierter Salzsiure konstant blieben. 
Schmelzp. 185° Sintern, 189—190° klare Schmelze, 191° Zersetzung. 

4,758 mg Subst.: 3,045 mg CO,, 0,750 mg H,O, 1,94 mg Au. — 4,923 mg 
Subst.: 3,175 mg CO,, 0,830 mg H,O, 2,021 mg Au. — 17,1385 mg Subst.: 
0,2009 eem N, (17,5°, 748 mm). — 6,054 mg Subst.: 3,100 mg AgJ. 

Nach 3 und 4maligem Umkrystallisieren aus konzentrierter Salzsiiure: 


Schmelzp. 189—190° (191° Zers.). 
10,480, 12,380 mg Subst.: 4,305, 5,085 mg Au. 


C,H,NO,-HAuCl, Ber. C 17,6 Bi N 2,9 
Gef. ,, 17,46, 17,59 ,, 1,76, 1,89 ,, 3,26 
Ber. Au 41,3, (N-)CH, 3,15 


Gef. ,, 41,07, 41,05, 41,08, 41,07 ,, 8,28. 

Die Zusammensetzung und vor allem die Bildung des irregu- 
liren Salzes (C,H,NO,),-3HAuCl,, die als ganz charakteristisch 
fiir Trigonellin gilt}*), sprach fiir die Identitait mit diesem Betain, 
wenn auch der Schmelzpunkt um 8° zu niedrig blieb. Uber- 
raschenderweise sank dieser aber bei Mischung mit reinem regu- 
lirem Trigonellinchloraurat auf 166 bzw. 163°, und zwar sowohl 
bei Verwendung eines nach Methylierung aus Nicotinsiiure er- 
haltenen, wie eines aus Harn isolierten Priiparates, die beide richtig 
bei 198° schmolzen. 

Kinige Zeit spiiter wurden aus einem Extrakt von Arca noae 
Chloraurate gleicher Zusammensetzung erhalten, die bei 185 bis 
190° schmolzen, mit dem aus Hummer erhaltenen Priparat keine, 
mit regulirem Trigonellinchloraurat dagegen eine Schmelzpunkts- 
depression von 20—30° zeigten. Auch eine Probe des friiher 
aus Arbatia pust. erhaltenen reguliiren Salzes fa. a. O.!%)] 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXI. 4 
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gab mit reinem regulirem Trigonellinchloraurat Schmelzpunkts. 
depressionen, nicht aber mit der aus Hummer dargestellten Ver. 
bindung (vgl. die folgende Ubersicht). 


1. Reg. Trigonellinchloraurat aus Nicotinsiiure: Schmelzp. 197—199°, 
_* ‘. »» Menschenharn: Schmelzp. 197—198°, 
3. ,, Salz aus Hummer: Schmelzp. ) 185° Sintern, 189—190° 
4. , 4 4, Area noae: 1 | ar Schmelze, 191 bis 
5. =n 6) | past: 193° Aufschiumen. 


Mischschmelzpunkt 1.+2.: 198—199° Mischschmelzpunkt 1.+5.: 1683—166° 

1.43.: 166° ‘ 3.44.: 188—189° 

2.+3.: 163—165° ¥ 3.+5.: 188—190°, 
+ 1.+4.: 163—166° 

Die aus den Avertebraten erhaltenen Verbindungen scheinen 
also nicht identisch mit Trigonellin zu sein — die Mischschmelz- 
punktsdepression liBt sich auch durch die Annahme, daf es sich 
um verunreinigtes Trigonellin handele, nicht erkliren., 

Aus der Mutterlauge der Verbindung wurden nach Verwand- 
lung in die Chlorhydrate und Fraktionierung in Alkohol noch ein- 
mal geringe Mengen von Betain und Trimethylaminoxyd — da- 
neben einige Krystallisate, die zur Untersuchung zu gering waren — 
und aus dem in Alkohol leicht léslichen Teil eine kleine Menge 
eines Chloraurates erhalten, bei dem es sich wahrscheinlich um 
die Cholinverbindung handelte. 

12,44 mg Subst.: 5,54 mg Au. — 8,370 mg Subst.: 0,267 cem N, (17°, 


747 mm). 
C;H,,NO-HAuCl, Ber. Au 44,50 N 3,17 Gef. Au 44,53 N 3,69. 
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Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deut- 
schen Wissenschaft. 
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Uber Isoglutamin. 
Von 


Max Bergmann und Leonidas Zervas. 


(Aus dem Kaiser -Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1933.) 


In unserer ersten Mitteilung tiber das Carbobenzoxyverfahren !) 
haben wir eine Synthese des 1(+-)-Isoglutamins beschrieben. 1(+-)- 
Glutaminsiure (I) haben wir in der Aminogruppe carbobenzoxyliert 
zu II, dann zwischen den beiden Carboxylen Wasser abgespalten 
und das gebildete Anhydrid I ins @-Amid IV verwandelt und 
daraus durch Hydrieren das Isoglutamin V bereitet. Da bei keiner 
der Operationen eine Ablésung eines Substituenten am asymme- 
trischen Kohlenstoffatom vorgenommen war, also jede Umkehrung 
der Anordnung am Asymmetriezentrum ausgeschlossen war, sahen 
wir uns berechtigt, unser Priparat von [@],=-+ 21° von der 
natiirlichen 1(+)-Glutaminsiiure abzuleiten und es nach der alten 
Nomenklatur als d-Isoglutamin (jetzt zweckmiiBiger als 1(+)-Iso- 
clutamin) anzusprechen. Wir betrachten es als einen besonderen 
Vorzug unseres Carbobenzoxyverfahrens, dai es bei zweckent- 
sprechender Anwendung erlaubt, aus optisch aktiven Aminosiuren 
ohne jede stereochemische Komplikation und Stérung optisch reine 
Aminosiiurederivate und Peptide aufzubauen. 


I. HO-CO-CH,- CH, - CH(NH,)COOH 
II. HO-CO-CH,-CH,+CH(NH - Cbzo) - COOH 


Ill. CO-CH,-CH,-CH(NH: Chzo)-CO-0O 
| | 


IV. HO-CO-CH,- CH, -CH(NH- Cbzo)- CO- NH, 
V. HO-CO-CH,-CH,+CH(NH.,)- CO- NH, 
VI. HO-CO- CH, - CH, - CH(NH,)- COOC,H, 
VII. C,H,-0-CO-CH, + CH, - CH(NH,)- COOH 
VIII. CO-CH,-CH-CH-COONH, 
ae 
(Cbzo = C,H, - CH, - 0 - CO) 





) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
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Nun haben E. Abderhalden und H. Nienburg!) ganz kiirz- 
lich aus einem 1(+)-Glutaminsiiure-monoiithylester, dem sie die 
Struktur VI eines @-Esters zusprachen, mit Ammoniak ein Mono- 
amid vom Schmelzp. 160° und [a], =— 25,5° hergestellt, das sie 
ebenfalls als 1(+)-Isoglutamin ansprechen. Da also ihr Praparat 
bei gleicher Elementarzusammensetzung ein entgegengesetztes 
Drehungsvermégen aufweist wie unser Jsoglutamin, iuBern Abder- 
halden und Nienburg die Vermutung, dafi bei unserer Synthese 
eine Waldensche Umkehrung eingetreten sei. 

Wir kénnen diesen scheinbaren Widerspruch durch den Nach- 
weis beseitigen, daB Abderhalden und Nienburg nicht Iso- 
glutamin in Hianden hatten, sondern das Ammoniumsalz der 
1(—)-Pyrrolidon-carbonsiure (VIII). Ein nach ihrer Vor- 
schrift bereitetes Priparat, dessen Schmelzpunkt und Drehung 
mit den Angaben von Abderhalden und Nienburg iiberein- 
stimmte, gab schon bei 0° mit Nesslers Reagens stark positive 
Reaktion; es gab ferner bei 0° mit 1 Mol Natronlauge starken 
Geruch nach Ammoniak. In wibriger Lésung gab es mit der 
iquivalenten Menge Silbernitratlésung das in sehr schénen Nadeln 
krystallisierende Silbersalz der 1(—)-Pyrrolidon-carbonsiure (Ag:N 
= 1:1!), aus dem wir mit Schwefelwasserstoff die freie Pyrrolidon- 
carbonsiure erhielten. 

Dem von Habermann?) entdeckten Halbester der Glutamin- 
siiure, den Abderhalden und Nienburg als Ausgangsmaterial 
fiir ihre Synthese verwendet haben, schreiben wir auf Grund seines 
leichten Ubergangs in Pyrrolidon-carbonsiiure nicht die Formel VI, 
sondern Struktur VII eines y-Esters zu. Nur fiir y-substituierte 
Glutaminsiiureabkémmlinge ist dieser Ubergang verstindlich und 
bereits vielfach beobachtet worden. Dementsprechend ist auch die 
von Abderhalden und Nienburg aus dem Halbester erhaltene 
Carbobenzoxyverbindung als y-Halbester zu formulieren. Nachdem 
wir die Bereitung des y-Halbesters der Glutaminsiiure noch ver- 
einfachen konnten, sehen wir in seiner Carbobenzoxyverbindung 
ein geeignetes Material, um eine zweite Synthese *) des Glutamins 
und von y-Glutaminylpeptiden durchzufiihren. 

Unser 1(+)-Isoglutamin (friither: d-[soglutamin) fiihrt also nach 
wie vor seinen Namen mit Recht. 


1) Diese Z. 219, 115 (1938). 

2 Liebigs Ann. 179, 254 (1875 

*. Uber eine erste Synthese woah wir soeben berichtet, vgl. Ber. chem. 
Ges. 66, 1288 (1933). 






















































Uber Isoglutamin. 53 


rz- § Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
die § wir fir die Gewahrung von Mitteln unseren ergebensten Dank aus. 
no- 

sie § Beschreibung der Versuche. 

aa 1(+)-Glutaminsaure-y-athylester. Fiir die Bereitung des Halb- 
‘tes esters, besonders bei gréBeren Mengen, fanden wir es nicht zweck- 
oe miBig, Chlorwasserstoff in eine Aufschlemmung von Glutaminsiure 
“© fin Alkohol einzuleiten, sondern schiittelten die Aminosiure mit 
| ' einer vorher bereiteten alkoholischen Chlorwasserstofflésung be- 
“a stimmten Gehaltes, um die Veresterung leichter auf der Stufe des 
wl Halbesters festhalten zu kénnen. Unter diesen Arbeitsbedingungen 
per celang es, das Hydrochlorid des Halbesters krystallisiert zu er- 
orf shalten.3) 

ne 5 g fein gepulverte d-Glutaminsiure wurden mit 50 ccm 
i absolutem Alkohol, der etwa 3 g Chlorwasserstoff enthielt, kurz 
S ——  geschiittelt, wobei Liésung erfolgte. Beim Verdampfen im Vakuum 
a und bei einer Temperatur nicht iiber 30° hinterblieben Krystalle 
y des Halbester-Hydrochlorids, die in Alkohol gelist, mit Ather wieder 
re ausgefillt und auf dem Filter mit etwas Aceton behandelt wurden. 
- _  Nadeln vom Schmelzp. 130°, Ausbeute 4,5 g. Nach erneuter Um- 
ai krystallisation aus Alkohol—Ather schmolz das Hydrochlorid bei 


134° (korr.). 
5,170 mg Subst.: 0,297 cem N (19°, 753 mm, nach Pregl). — 0,2050 g 


ial Subst.: 9,8 eem n/10 AgNQ,. 

= oo C,H,,0,NCl (211,6) Ber. N 6,62 Cl 16,76 

lf Gef. ,, 6,65 » 16,95 

in Zur Uberfiithrung in den freien Ester wurde das Hydrochlorid 
nd in der 6—7 fachen Menge Methanol gelést und mit der berechneten 
ue | Menge einer wiBrigen 10 n-Ammoniaklésung versetzt. Die in einer 
nef Ausbeute von 80°/, ausgeschiedenen Blattchen wurden nétigenfalls 
os aus Wasser—Alkohol umkrystallisiert. 

ei Der so hergestellte Halbester schmolz bei 194° (unkorr.). 
nS Ebenfalls bei 194° schmolz ein Gemisch unseres Priiparates mit 
"Sf ~~ dem nach der Vorschrift von Habermann-Abderhalden be- 


) reiteten Ester. 
Ot soci 
1) Bei der Vorschrift von Habermann-Abderhalden bildet sich 

ein Ester-Hydrochloridgemisch mit vorwiegendem Gehalt an Di-ester-hydro- 

chlorid; dieses geht bei der vorgeschriebenen Entfernung der Salzsiiure 

durch Silberoxyd zuniichst in den freien Di-ester iiber, der sich infolge 

n. seiner Basizitit in der warmen wiBrigen Liésung sekundiir in den Halb- 
ester verseift. 
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1(—)-Pyrrolidon-carbonsaure. Lilit man |(+)-Glutaminsiiure- 
y-monoithylester’) mit der 10 fachen Menge 25°/, iger Ammoniak- 
lésung stehen, so erhilt man nach dem Verdampfen einen prichtig 
krystallisierenden Stoff, das Ammoniumsalz der 1(—)-Pyrro- 
lidon-carbonséure, dessen Eigenschaften (Schmelzp. 160°, 
(«| = — 25°) tibereinstimmten mit den Eigenschaften des Iso- 
glutamins von E. Abderhalden und H. Nienburg.?) 

Lést man 0,8 g Ammoniumsalz in 3 ccm Wasser und versetzi 
es mit einer Liésung von 0,9 g Silbernitrat in 4 ccm Wasser, so 
scheidet sich nach kurzem Reiben das Silbersalz der Pyrrolidon- 
carbonsiure in langen Nadeln und in einer Ausbeute von 1,35 ¢ aus. 

5,040 mg Subst.: 0,274 cem N (22°, 747 mm, nach Pregl). — 6,995 mg 
Subst.: 3,216 mg Ag (nach Preg]). 

C;H,O,NAg (235,9) Ber. N 5,94 Ag 45,73 Gef. N 6,18 Ag 45,98 

Beim Behandeln des Silbersalzes mit Schwefelwasserstoff und 
Verdampfen der Lisung im Vakuum bei 30° hinterbleibt in fast 
quantitativer Ausbeute 1(—)-Pyrrolidon-carbonsiiure. Sie wird mit 
Aceton aufs Filter gebracht. | 

Zur Analyse wurde bei 20° iiber P,O, getrocknet. Schmelz- 
punkt 162° (korr.). 

4,670 mg Subst.: 0,438 cem N (20°, 759 mm, nach Preg]l). 

C.H,O,N (129) Ber. N 10,86 Gef. N 10,91 
rot 9 ex —7.0985° X 1,5081_ 
— 1 x 1,01 x 0,0702 

Die Substanz gibt nach van Slyke keinen Stickstoff. 

E. Abderhalden und K. Kautzsch*) geben fir ihr reinstes 
Priparat von 1(—)-Pyrrolidon-carbonsiiure [@], = — 11,52° (in 





- = — 11,7° (in Wasser). 


Wasser) an. 


1) Diesen Versuch haben wir mit einem Priparat ausgefiihrt, das nach 
der Vorschrift von Abderhalden und Nienburg bereitet war. 

2) a. a. O. 

8) Diese Z. 68, 493 (1910). 

















Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensauren. 
LIII. Mitteilung. 
Der Abbau der Brom-brenz-desoxybiliansaure. 


Von 


Elisabeth Dane und Joseph Klee. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Minchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1933.) 


In der 48. Mitteilung haben H. Wieland und Th. Posternak?) 
die Darstelllung einer Monobrom-brenz-desoxybiliansiure 
C,,H,,0,Br beschrieben, die bei der Behandlung mit Pyridin in 
eine ungesattigte Siure C,,H,,O, iibergeht. Diese Brenz-desoxy- 
biliens&iure (I) wird durch Kaliumpermanganat zu einer Oxy- 
triketocarbonsiure C,,H,,0O, (II) oxydiert. Entsprechend ihren 
Eigenschaften als 1,3-Diketon wird die Monocarbonsiure (II) durch 





0 C.H,-CO,H o C,H,-CO,H 
~ Of! ~ CB! 
ae = 7 | CH, | ae 
So a | OH | 
a at ) 2 EE 
I O Il 


Kalilauge hydrolytisch aufgespalten zu einer Oxy-diketo-di- 
carbonsiure, fiir die von vornherein Formel Illa und IIIb 
méglich ist. Zwischen beiden kann durch weiteren Abbau ent- 
schieden werden: Bei der Oxydation der Oxy-diketo-dicarbon- 
siiure mit Salpetersiiure entsteht die in ihrer Konstitution véllig 
gesicherte Biloidansiure (IV)?), die nur aus IIIa hervorgegangen 
sein kann. 

Auf verschiedenen Wegen wurden noch weitere Abbauprodukte 
angetroffen, deren Konstitution durch iiltere Arbeiten bewiesen ist. 





) Diese Z. 214, 59 (1933). 
*) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 123, 213 (1922). 
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So entsteht durch Oxydation der Oxy-diketo-dicarbonsiure 
} mit Kaliumpermanganat in Eisessig eine Oxy-diketo-tricarbon- 
I siure C,,H,,O0,, die schon friiher beim Abbau der Diketo-di- 
| carbonsiure C,,H,,0, (V) erhalten worden war’), und fiir die 
man Formel VI angenommen hatte, weil nur eine derartige Formu- 
lierung den weiteren Abbau zur Biloidansidure erklart. Ihre 
Entstehung aus der Diketo-dicarbonsiure (V) verdankt sie § 
C,H, +00, 4 


CH; l CH, | HO,C CH, | 
OOP gg OY HO,0 oN 













0 ‘ | | 
Illa IIIb CO,H CO,H CO,H_ IV 

einer Benzilsiureumlagerung des Ringes B. Eine analoge Um- 
lagerung scheint uns im Fall der Siure Ila in Eisessiglisung 
nicht méglich, und wir méchten lieber als Zwischenstufe einen 
1,5-Keto-aldehyd annehmen, der sich zur Oxy-keto-Verbindung 
isomerisieren kénnte. Nach Formulierung VI kommt der Oxy- 
diketo-tricarbonsaéure der Charakter einer f-Ketosiiure zu, 
der sich allerdings im Verhalten der Siure kaum ausdriickt; sie 
ist recht hitzebestiindig und wird von verdiinnten Siéuren nicht 
verandert.*) Von Laugen wird die 3-Ketosiure angegriffen; sie 
wird hydrolytisch zu einer Oxy-keto-tetracarbonsiaure auf- 
gespalten, die nicht bestiindig ist und sich zu VII lactonisiert. Diese 
Lactonsiure VII wird auch direkt durch Oxydation der Oxy-di- 
keto-dicarbonsaiure Ula mit alkalischem Permanganat erhalten. 
























O C,H,-CO,H 0 C,H, -CO,H 
-» ee | - Um! 
| | i 
CH, | a CH, | -_ | 
ee i ae I 
" | | F capes m 
CO,H io ail OOH 7 
CO,H 
V VI 


1) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 206, 225 (1932). 

*) Vgl. dazu: Diese Z. 206, 236 (1932). — O. Aschan [Liebigs Ann. 410, 
243 (1915)] u. G. Komppa [Ber. 44, 1536 (1911)} haben in der Campher- 
Reihe cyclische §-Ketosiuren beobachtet, die ebenfalls gegen Hitze und 
verdiinnte Siure stabil sind; von starker Kalilauge werden sie in dem er- } 
warteten Sinne aufgespalten. 
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Bei der weiteren Oxydation der Lactonsiiure VII entsteht 
unter Offnung des Ringes © eine Lacton-pentacarbonsiure 
C,,H,,0,, (VIL). Sie ist nicht identisch mit der Lacton-penta- 
carbonsdure C,,H,,O,, ), die friiher durch Oxydation der Siure VI 
mit Hypobromit — also in alkalischer Lésung — erhalten worden 
war. Aber die neue Siure, die wir als §-Form bezeichnen 
méchten, kann durch Behandeln mit konzentrierter Salzsiure in 


C,H,-CO,H 
HO,C CH, | 
|” 5 i ee ill 
: CH, | CH, | seats 
CO,H /N_ © con (~~ ™ 
GOH 0 CO,H 0 
VII VIII 


die friiher beschriebene e-Form iiberfiihrt werden. Am wahrschein- 
lichsten scheint, daB dabei unter Umlactonisierung eine begiinstig- 
tere Carboxylgruppe den Lactonring schlieBt, daB z. B. das d-Lacton 
in ein y-Lacton iibergeht. 

Chromsiure oxydiert die Oxy-triketo-carbonsiure (II) zu 
einer Keto-tetracarbonsiure C,,H,,0,, fiir die nur Formel IX 
in Betracht kommt. Bei weiterer energischer Oxydation der 
Siure IX mit Salpetersiure erfolgt tiefgreifender Abbau zur Tetra- 
carbonséure C,,H,,0,*), die schon friiher ganz analog durch 
Oxydation der Diketo-dicarbonsidure (V) erhalten worden war. 
Thre Konstitution ist im Sinne der Formel X bewiesen. 


” C,H,-CO,H | C,H,-CO,H 
0 CH, | HO,C CH, | 
CH, | HO,C Pie 
| | | | 
CO,H CO,H // 
CO,H HO,G 
IX x 


Oxydiert man die Oxy-triketo-carbonsiure II energisch 
mit Chromsiiure, so wird sofort der Ring C geéfinet; es wird eine 
1) Diese Z. 206, 225 (1932). 

*) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 134, 276 (1924). 











Elisabeth Dane und Joseph Klee, 





58 


Hexacarbonsiure C,,H,,0,, erhalten, die isomer mit Solanell- 
siure (XJ)!) ist und die durch Behandeln mit konzentrierter 


Schwefelsiure in diese umgelagert wird. 


C.H,-CO,H | C,H,+CO,U 





HO,C CH; eee CO CH, 


CH, . | D | | CH, |, aa 
Se — ge age 


8) 
| \| | 
CO,H Ci ),H Pol ae in al 
CO,H 

XI XII 
3.H,-CO,H 

HO.C_ CH, | 
tS i ed tine 
| ] 


XII CH, | ree | 
ae 


O: —— 





CO,H 

Fiir diesen Befund kann man nur eine Erklirung finden: 
die neu erhaltene #-Solanellsiure muf — da in keiner Stufe des 
Abbaus eine Umlagerung wahrscheinlich ist — noch die urspriing- 
liche Konfiguration der Gallensiiuren enthalten. Fiir die c- 
Solanellsiure, die tiber die Zwischenstufen der Brenzcholoidan- 
siure(XIJ)') entsteht, wire anzunehmen, daB bei der Brenzreaktion 
eine Umlagerung der tertiiren Carboxylgruppe an C, stattgefunden 
hat, die allein einer Umlagerung fiihig ist. Beide Solanellsiuren 
miibten sich also durch die Anordnung an C, unterscheiden. Nun 
liefert aber die Oxydation der Oxy-diketo-dicarbonsaure (IIa) 
auch Biloidansiiure(IV), der also ebenfalls die normale Kontigura- 
tion der #-Siiure zukommen muff. Und da andererseits der Abbau 
der z-Solanellsiiure iiber die Zwischenstufe der Brenzsolanell- 
siure C,,H,,O, (XIII) zur gleichen Biloidansiure fihrt’), so 
muB man annehmen, daB bei dieser Brenzreaktion der Solanell- 
siure Riickumlagerung an C, zur normalen #-Konfiguration er- 
folgt. Die Uberfiihrung der f- Solanells: fiiure ing-Solanellsiure 
mit konzentrierter Schw efelsiiure ist vielleicht in Parallele zu setzen 
zur Umlagerung der normalen Biloidansiure in die Hydrat- 
biloidansiiure?), die schon beim Kochen mit Wasser erfolgt. — 
1) H. Wieland u. W. Schulenburg, Diese Z. 114, 167 (1921). 
%) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 119, 76 (1922). 
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Der Grund zu diesen wechselnden Umlagerungen ist am Modell 
nicht ohne weiteres zu ersehen, und die komplizierten Verhiltnisse, 
die bei den Polycarbonsiiuren vorliegen, machen auch eine Aus- 
wertung fiir Konfigurationsfragen vorliiufig unmidglich. 


Beschreibung der Versuche. 


Oxydation der Oxy-diketo-dicarbonsaure (I/Ia) zu Biloidansiure. 
2 ¢ der Substanz werden bei Zimmertemperatur allmihlich in 
8 ccm rauchende Salpetersiiure eingetragen. Man hilt die Tempe- 
ratur zwischen 20 und 30°; nachdem alles eingetragen ist, geht 
man langsam auf 15° und erhitzt zum SchluB noch 3 Stunden 
im siedenden Wasserbad. Schon einige Zeit vorher hat sich ein 
dicker Krystallbrei abgeschieden, der nach mebrstiindigem Stehen 
abgesaugt wird. Der Schmelzpunkt hegt nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser bei 228—229°, ebenso der Mischschmelz- 
punkt mit Biloidansiiure. Auch in der Krystallform Uberein- 
stimmung. 

(Analysiert wurde ein Priiparat, das bei einer Oxydation der Siiure Illa 
mit rauchender Salpetersiiure in der Kilte erhalten worden war. Vgl. 
weiter unten.) 

4,608 mg Subst. (i. V. bei 110° getr.): 9,115 mg CO,, 2,72 mg H,0. 
CoH 0,9 (488) Ber. C 54,10 H 6,56 Gef. C 53,95 H 6,60. 
Titration. 11,4 mg Subst. verbrauchten 1,20 ecm n/10-NaOH. 
Aquiv.-Gew. Ber. 81 Gef. 95. 


Der mit Diazomethan dargestellte neutrale Methylester schmilzt bei 
90—92° und gibt keine Depression mit dem gleich schmelzenden Ester der 
Biloidansiiure anderer Herstellung. 


Auch Brenz-desoxy-biliensiure liefert bei der energischen Oxy- 
dation mit Salpetersiiure Biloidansiiure. 


Oxydation der Oxy-triketosaure (II) mit rauchender Salpetersaure 
in der Kalte. 1g Substanz wird auf einmal in 3 ccm rauchende Salpeter- 
siure bei Zimmertemperatur eingetragen. Die Substanz lést sich unter Dunkel- 
fiirbung der Flissigkeit rasch auf und es setzt kriiftige Gasentwicklung ein. 
Die Temperatur steigt auf 40° und wird durch Kiihlen in dieser Héhe ge- 
halten. Nach dem Abklingen der Reaktion li8t man noch 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur stehen. Dann wird mit dem doppelten Volumen Wasser 
versetzt und nach mehrstiindigem Stehen haben sich 170 mg Krystalle ab- 
geschieden. Nach wiederholter Krystallisation aus Essigsiure liegt der Zer- 
setzungspunkt bei 202°, Sintern ab 200° Schéne Nadeln. 

5,025 mg Subst. verlieren bei 110° i. V. 0,385 mg. — 4,640 mg Subst. 
(bei 110° i. V. getr.): 9,205 mg CO,, 2,64 mg H,O. — 4,174 mg Subst. (bei 
110° i, V. getr.): 0,192 cem N (21°, 719 mm). —- 3,898 mg Subst. (exsiccator- 
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0,172 ccm N (21°, 722 mm). 
C.3Hy.0,,N, (512) Ber. C 53,91 H625 N 5,46 
Gef. ,, 54,10 ,, 6,36 ,, 5,05. 
C,3H,.0,,N,-H,O Ber. C 52,08 H 6,41 N 5,28 Abnahme (2H,0) 6,57 
Gef. ,, 52,47 ,, 6,28 ,, 5,5 * » 70 
Titration. 100 mg Subst. (exsiccatortrocken) verbrauchten in der Kiilte 
7,0 eem n/10-NaOH, in der Hitze noch weitere 0,8 cem. (Die Substanz lift 
sich schlecht titrieren, weil sie mit Alkali eine Gelbfirbung gibt.) 
Aquiv.-Gew. Ber. 512/3 171 12/4 128 
Gef. (in der Kilte) 148 (nach dem Erhitzen) 128. 


Die Substanz gibt mit Diphenylamin nur eine undeutliche Blaufirbung, 
Nach Analyse und Titration kénnte es sich um den Salpetersiureester 
einer Oxy-diketo-nitro-dicarbonsiure handeln. In der Kilte wird 
die Nitrogruppe mittitriert; beim Erhitzen wird offenbar der Salpetersiiure- 
ester volistindig verseift. — Die Oxy-diketo-dicarbonsiure (IIIa) 
gibt bei der Oxydation mit Salpetersiiure anscheinend die gleiche 
Substanz. 

Oxydation der Oxy-diketo-dicarbonsdiure (IIIa) zur Oxy-diketo- 
tricarbonsdiure VI. 5 g der Siure werden in 200 ccm stabilem His- 
essig gelist und unter Kithlung (17—18°) langsam kalt gesittigte 
Permanganatlésung hinzugegeben. Der im Anfang rasche Ver- 
brauch des Oxydationsmittels kommt nach Zugabe von etwa 
45 ccm zum Stillstand. Man reduziert mit schwefliger Siiure und 
engt im Vakuum ein. Nachdem etwa die Hialfte der Fliissigkeit 
eingedampft war, hatte sich eine gréBere Menge anorganischer 
Salze abgeschieden, von denen abgesaugt wurde. Das Filtrat wird 
fast bis zur Trockne gebracht und der Riickstand mit Wasser 
verrieben. Dabei scheidet sich ein helles Harz ab, das beim 
Stehen unter Wasser krystallin wird. Man trocknet scharf und 
digeriert mit Essigester. Es werden so 450 mg Krystallpulver 
erhalten. Nach 2maliger Krystallisation aus Hisessig—Wasser, 
schéne Prismen vom Schmelzp. 227—228° unter Zers. Keine 
Depression mit der friiher beschriebenen Oxy-diketo-tricarbon- 
saure. 

3,887, 4,731 mg Subst. (exsiccatortrocken): 8,695, 10,570 mg CO,, 2,48, 
3,03 mg H,0O. 

C,3H5,0, (452) Ber. C 61,06 H 7,01 Gef. C 61,01, 60,93 H 7,14, 7,16. 

Titration. 20 mg Subst. verbrauchten in der Kilte 1,37 cem, in der 
Hitze 1,75 cem n/10-NaOH. 


Aquiv.-Gew. Ber. (452/38) 151 Gef. (in der Kiilte) 146 
»» (452/4) 118 ,, (nach dem Erhitzen) 114. 


trocken): 7,50 mg CO,, 2,17 mg H,O. — 3,446 mg Subst. (exsiccatortrocken): 
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Spezifische Drehung. 100 mg Subst., in 2 cem absolutem Alkohol 
gelost, 1 dm, a= — 0,64; (olp = 12,8°. (La]p war friiher zu —11,9 0 be- 
stimmt worden.) 


: Oxydation der Oxy-diketo-dicarbonsdure ([[la) zur Keto-lacton- 

i & tricarbonsiure VII. Zu 6g Substanz, in 400 ccm n/5-NaOH gelist, 
| jagt man unter Eiskiihlung (bei etwa 10°) langsam kalt gesittigte 
Ite J Permanganatlisung zutropfen. Nach Zugabe von etwa 45 ccm 
‘bt HF = iommt der Verbrauch zum Stillstand. Man reduziert einen Uber- 
' schuB an Oxydationsmittel mit Alkohol und erwiirmt zur Aus- 
fillung des Braunsteins auf dem Wasserbad. Die vom Braun- 

stein abgesaugte Lésung wird schwach kongosauer gemacht. Dabei 

§ #& kommt ein gelbes Harz zur Abscheidung, das nach mehrtiigigem 
Stehen krystallin wird. Man trocknet und befreit durch Digerieren 


mit Essigester von anhaftenden Schmieren. (Rohausbeute 3,7 g.) 
a) Zur Reinigung wird éfters aus Eisessig—Wasser umkrystallisiert. 
@ — Rechteckige bBlittchen. Der Schmelzpunkt ist, da die Substanz 
 Krystallwasser enthilt, sehr unscharf; 150—160° Sintern, dann 
» ff wieder fest, Schmelzpunkt bei 206° nach vorherigem Sintern. — 
ss [ Die gleiche Siiure wurde jetzt auch durch Hydrolyse der friiher 
e § beschriebenen Oxy-diketo-tricarbonsiure C,,H,,O, (VI) er- 
'- § halten. Das Verseifungsprodukt ist erst nach wiederholtem Um- 
a f  krystallisieren einheitlich. 
d 4,393 mg Subst. verloren bei 120° i. V. 0,226 mg. (Die Subst. ist 
hygroskopisch.) — 4,167 mg Subst. (bei 120° i. V. getr.): 9,340 mg CO,, 
r 2,69 mg H,O. 
I C,;Hs.0, (452) Ber. C6105 H7,01 Gef. C6113 H 7,22. 
. & 4,501 mg Subst. (exsiccatortrocken): 9,645 mg CO,, 2,91 mg H,0. 
' C,,H,,0,.H,O 470 Ber. C 58,72 H 7,23 Gef. C 58,44 H 7,23. 


Titration. 100, 100 mg Subst. verbrauchten in der Kiilte 6,43, 6,50 ccm 
n 10-NaOH, in der Hitze 8,50, 8,85 eem n/10-NaOH. 


. Aquiy.-Gew. Ber. (470/83) 156 Gef. (in der Kiilte) 155, 154 
| 5» (470/4) 117 » (mach dem Erhitzen) 118, 1153. 


Spez. Drehung. 97,8 mg Subst., 2 cem absoluter Alkohol, 1 dm-Robhr. 
a@=+ 2,49; [alp = + 51,3° 


Trimethylester. Der Ester wird mit Diazomethan dar- 
gestellt. Er krystallisiert aus der Atherlisung in schénen Nadeln. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol liegt der Schmelz- 
punkt bei 138—140°, ebenso der Mischschmelzpunkt mit dem 
Ester der Siiure, die durch Hydrolyse der Siiure VI erhalten 
worden war. 
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5,021, 4,168 mg Subst. (bei 115° i. V. getr.): 11,495, 9,625 mg CO,, 

3,40, 3,01 mg H,O. — 3,830, 3,712 mg Subst.: 5,110, 5,085 mg Agu. 
CysH,,0, (494) Ber. C 63,10 H 7,69 30CH, 18,83 

Gef. ,, 62,41, 62,98 ,, 7,58, 8,08 » 17,63, 18,10, 


Aus den Kssigester-Mutterlaugen werden nach mehrtiigigem 
Stehen noch 150 mg eines héherschmelzenden Rohkrystallisats 
erhalten. Zur Reinigung aus verdiinnter Essigsiure umkrystalli- 
siert. Schéne Pyramiden vom Schmelzp. 243° unter schwacher 
Zersetzung nach vorherigem Sintern. 

4,542, 4,624 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 10,165, 10,425 mg CO,, 
2,98, 3,01 mg H,0O. 

C,3Hs,0, (452) Ber. C 61,05 H 7,01 
Gef. ,, 61,04, 61,65 >) 1,04, 7,80. 


Titration. 25,0mg Subst. verbrauchten in der Kiilte 1,74 cem n/10-NaQOH, 
nach dem Erhitzen 2,22 eem n/10-NaOH. 
Aquiy.-Gew. Ber. (452/38) 151 Gef. (in der Kilte) 144 
(452/4) 113 ,, (nach dem Erhitzen) 112. 


”? 


Die analytischen Daten sprechen fiir eine zweite isomere 
Keto-lacton-tricarbonsiure. 


Oxydation der Lacton-keto-tricarbonsdure VII zur f-Lacton-penta- 
carbonsdure C,,H,,0,, (VID). 0,5 g der Siure VI werden bei 
Raumtemperatur in 1 ccm rauchende Salpetersiiure eingetragen. 
Die Substanz lést sich, ohne daB merkliche Reaktion einsetzt. 
Man steigert langsam die Temperatur auf etwa 85° (kraftige Gas- 
entwicklung!) und erhitzt bis zur Beendung der Reaktion noch 
10 bis 15 Minuten im siedenden Wasserbad. Es hat sich ein 
dicker Krystallbrei abgeschieden, von dem nach Zugabe von 2 ccm 
Wasser abgesaugt wird (200 mg Rohprodukt). Seidenglinzende 
Nadeln, die, auch nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Wasser, 
unscharf bei 245—250° schmelzen (Zers.). 


4,811, 4,226 mg Subst. verloren bei 110° i. V. 0,251, 0,233 mg H,0O. — 


4,560, 3,991 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 9,105, 7,995 mg CO,, 2,67, 
2,33 mg H,0. 
Cy3H52012 (500) 


Ber. C 55,20 H 6,40 Abnahme (1 H,Q) 3,5 
Gef. ,, 54,46, 54,63 ,, 6,55, 6,53 ° 5,2, 5,5. 


(Die Substanz ist hygroskopisch. Beim Trocknen bei Raumtemperatur 
betriigt der Gewichtsverlust nur 2,7°/,: 1 Mol Krystallwasser wird unter 
diesen Bedingungen nicht abgegeben). 
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0, 4,683 mg Subst. (bei 20° i. V. tiber P,O,; getr.): 9,080 mg CO 


2? 


2.75 mg H,0. 
C.3H3,01.*H,O (518) Ber. C 53,28 H 6,56 
10. - Gef. ,, 52,88 ,, 6,57. 
en - Titration. 26,6, 37,3 mg Subst. verbrauchten 2,42 ccm n/10-, 6,15 cem 
ats | 0,0555 n-NaOH. In der Hitze kein weiterer Alkaliverbrauch. 
i. & Aquival.-Gew Ber. (518/5) 104  Gef. 110, 109. 


her Spezifische Drehung. 52,0 mg Subst. in 2 cem Alkohol, 1=1 dm, 
. gs +1,06°; [a]p = + 40,8 ‘. 


Pentamethylester. 100mg Substanz bleiben mit einer Athe- 
rischen Diazomethanlésung iiber Nacht stehen. Nach dem Ab- 
dunsten des Athers hinterblieb ein krystallinisches Pulver. Nach 
dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol, feine Nadeln vom 
Hu [ Schmelzp. 165°, Sintern ab 160°. 


___3,966, 4,147 mg Subst.: 8,540, 8,975 mg CO,, 2,66, 2,75 mg H,O. — 
3,900 mg Subst.: 8,87 cem 0,0229 n-Thiosulfat. 


CygHy.019 (570) Ber. C 58,94 H 7,37 5 OCH, 27,19 
ro Oe Gef. ,, 58,91, 59,02 ,, 7,52, 7,42 » 26,96. 


Die so erhaltene #-Lacton-pentacarbonsiure gibt mit 


3. § der friiher beschriebenen Lacton-pentacarbonsaure O,,H,,0,,, 
ei — die zum Unterschied als a-Form bezeichnet sei, keine Depression. 
n, § Sie krystallisiert im Gegensatz zur «-Siure, die aus Wasser immer 
+. [— in krystallwasserfreien rhombischen Blattchen erhalten wird, in 
™ feinen Nadeln, die 1 Mol H,O enthalten. Von der «Form kann kein 


krystallisierter Ester dargestellt werden. Durch Behandeln mit kon- 

zentrierter Salzsiure — oder in viel schlechterer Ausbeute auch durch 
n Kochen mit Alkali — kann die #-Siure in die a-Form umgelagert 
e [ werden: 
> o£ 100 mg der #-Siure werden 4 Stunden in konzentrierter Salz- 
siure, unter gleichzeitigem Einleiten von HCl, auf dem siedenden 
Wasserbad erhitzt. Die Nadeln gehen teilweise in Lésung, um 
sich in Form von Blittchen wieder abzuscheiden. Nach dem Um- 
krystallisieren aus Wasser einheitliche rhombische Blittchen vom 
Schmelzp. 252° nach vorherigem Sintern. Ebenso der Misch- 
schmelzpunkt mit der friiher dargestellten a-Lacton-penta- 
carbons&ure. 

4,718 mg Subst. (bei 120° i. V. keine Abnahme): 9,580 mg CO, 

2,78 mg H,O. 
C,;H5.0,, (500) Ber. C 55,20 H 6,40 Gef. C 55,38 H 6,59 
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Die «-Lacton-pentacarbonsiure wird auch erhalten, wenn hej 
der Oxydation der Lacton-keto-tricarbonsiure die Salpetersiure linger. 
Zeit, etwa 3 Stunden, zur Einwirkung kommt, oder wenn man in alkalische. 
Lésung mit Hypobromit oxydiert. 


Oxydation der Oxy-triketo-carbonsiure I] zur Keto-tetracarbon- 
siure C,,H,,0, (IX). 3 g der Siiure II werden in 120 ccm stabilem 
Hisessig heiB gelést und nach dem Abkiihlen auf 15° allmihlich 
mit 30 ccm einer 3,7 n-Chromsiure—Eisessiglésung versetzt. Die 
Temperatur steigt wenig an, und eine schwache CO,-Entwicklung 
wird beobachtet. Nach dem Stehen iiber Nacht wurde titrimetrisch 
der Verbrauch von 3,7 Atomen Sauerstoff festgestellt. Man redu- 
ziert mit schwefliger Siure und dampft die Liésung bei 40° im 
Vakuum zur Trockne. Der Riickstand wird in Wasser aufgenommen 
und nach dem Ansiuern im Perforator mit Ather extrahiert. Der 
Atherextrakt wird von Ather und, durch lingeres Stehen im 
Exsiccator, von Eisessig befreit. Das zuriickbleibende gelbe Harz 
wird beim Verreiben mit absolutem Ather allmahlich krystallin, 
550 mg Rohprodukt. Aus einer Lisung in 50°/,iger Essigsiure 
scheidet sich nur eine geringe Menge eines hoher (bei 170—185") 
schmelzenden Produktes ab. Die essigsauren Mutterlaugen hinter- 
lassen beim EKinengen im Exsiccator einen Krystallriickstand, der 
in viel Essigester gelést wird. Nach dem Einengen auf wenige 
Kubikzentimeter krystallisieren Nadeln, die nach 2 maliger Krystalli- 
sation aus Essigester bei 160—163° schmelzen. 

4,509 mg Subst. verloren bei 100° i. V. 0,125 mg (=2,7°/,). — 
4,375 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,700 mg CO,, 3,06 mg H,0O. 
C.5H3,0, (454) Ber. C 60,79 H 7,49 Gef. C 60,47 H 7,82. 

Titration. 59,8 mg Subst. (exsiccatortrocken) verbrauchen 8,16 ccm 
0,0555 n-NaOH. In der Hitze kein weiterer Verbrauch von Alkali. 

Aquiv.-Gew. Ber. 118 Gef. 133. 

Spezifische Drehung. 28,4 mg Subst., 1,5 cem absoluter Alkohol, 

=1dm, a = +1,36°; [ely = +71,8°. 


Oxydation der Keto-tetracarbonsiure IX zur Tetracarbonsdure 
C,,H,,0,. 1g Substanz wird mit 7 ccm konzentrierter Salpeter- 
siiure (D 1,4) iibergossen. Die Oxydation setzt erst beim Er- 
hitzen auf 70—80° ein. Die Hauptreaktion ist nach einigen 
Minuten beendet. Man erhitzt noch 80 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad. Wihrend dieser Zeit nur noch schwache Gas- 
entwicklung. Man versetzt mit dem doppelten Volumen an Wasser, 
wobei sich eine geringe Menge feiner Nadeln abscheidet. a 
sich die Fillung nicht vermehrt, wird das Filtrat im Exsiccator 
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weitgehend eingedunstet. Dabei scheiden sich feine Nadeln ab. 
‘Aus den Mutterlaugen wurde bei weiterem Einengen nur noch 
‘ein Harz isoliert, das nicht zur Krystallisation zu bringen war. 
Die Rohkrystalle lassen sich nach dem Digerieren mit Ather 
aus Wasser umkrystallisieren. Sie werden so entweder in feinen 
Nadeln oder in Pyramiden erhalten, genau wie friiher bei der 
Tetracarbonsdure C,,H,,0O, beschrieben. Schmelzp. 218—220°, 
ebenso im Gemisch mit der auf anderem Wege dargestellten 
Tetracarbonsaure, 
4,315 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 8,860 mg CO,, 2,68 mg H,0. 


C,,H»,0, (844) Ber. C 55,81 HH 6,98 Gef. C 56,00 H 6,95. 
Titration. 39,3 mg Subst. verbrauchten 7,69 cem 0,0555 n-NaOH. 
Aquiv.-Gew. Ber. 86 Gef. 92. 


Die Siiure C,,H,,O; wird auch durch Oxydation der Siure [X mit 
rauchender Salpetersiure erhalten. 

Oxydation der Oxy-triketo-siure (Il) zur /-Solanellsdure. 4 ¢ 
der Siure werden in 160 ccm stabilem Eisessig heif gelést und 
bei 85—90° mit 50 ccm einer 3,5 n-Lésung von Chromsiiure in 
Kisessig versetzt. Durch Titration wurde festgestellt, dab nach 
75 Minuten etwa 7 Atome Sauerstoff verbraucht waren. Jetzt 
wird mit schwefliger Siiure reduziert und die Liésung i. V. zur 
Trockne gebracht. Der Riickstand wird in Wasser aufgenommen 
und im Perforator mit Ather extrahiert. Schon nach wenigen 
Stunden haben sich in der Vorlage Krystalle abgeschieden (250 mg). 
Aus 50-proc. Essigsiiure hexagonale Blattchen oder Nadelrosetten. 
(Aus Wasser scheidet sich die Substanz leicht gallertig ab.) 
Schmelzp. 217—218° nach vorhergehendem Sintern. 

Die #-Solanellsiiure enthilt wechselnde Mengen Krystallwasser. 
Beim Trocknen bei 120° wurden Abnahmen zwischen 3,7 und 10,9°/, be- 
stimmt. (#-Solanellsiure zeigt nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 
nur eine sehr geringe Abnahme. Ein aus 50°/,iger Essigsiiure umkrystalli- 
siertes Priiparat verlor bei 120° i. V. 12,6°/,). Der Schmelzpunkt der 


beiden Séuren ist dementsprechend wechselnd und unscharf. Aber die 
«-Solanellsiure schmilzt niemals héher als 203°. 


4,389, 3,933 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 8,805, 7,950 mg CO,, 
2,74, 2,40 mg H,0. 


C.3H3,0, (502) Ber. C 54,98 H 6,77 
Gef. ,, 54,71, 55,13 » 6,98, 6,83. 
Titration. 12,5 mg Subst. verbrauchen 2,57 cem 0,0529 n-NaOH. 
Aquiv.-Gew. Gef. 92 Ber. 84. 
Spezifische Drehung. 59,5, 58,8 mg Subst. in je 3 ccm absolutem 
Alkohol gelést. 1 = 1dm, a = —0,23°, —0,22°; [e]p = —11,6°, —11,2° 


~ 
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Umlagerung der f-Solanellsiure in die «-Saure. Je 50 mg der 


8-Solanellsdiure werden mit ?/, ccm konzentrierter Schwefel- 
siure 5 Stunden auf etwa 100° erhitzt. Nach dem Erkalten 
wird mit 1 ccm Wasser verdiinnt, wobei sich eine gallertige Fil- 
lung abscheidet, die nach dem Stehen iiber Nacht filtriert werden 
kann. Schmelzpunkt des Rohproduktes 175—185°. Nach drei- 
maliger Krystallisation aus Wasser liegt der Schmelzpunkt bei 
194—195° Schéne hexagonale Bliittchen. (Eine @-Solanell- 
siure, die unter den gleichen Bedingungen mit konzentrierter 
Schwefelsiiure behandelt war, schmilzt ebenso.) Im Gemisch mit 
«-Solanellsiure keine Depression. 

4,452 mg Subst. (bei 110° i. V. keine Abnahme): 9,035 mg CO.,, 
2,65 mg H,O. 
C,3H3,0;. (502) Ber. C 54,98 H 6,77 Gef. C 55,35 H 6,66. 


Titration. 26,4 mg Subst. verbrauchten 4,55 cem 0,0555 n-NaOH. 
Aquiv.-Gew. Ber. 84 Gef. 104.3) 


Spezifische Drehung. 60,8 mg Subst.: 2 cem absoluter Alkohol, 
l=1dm, « = +1,10°; [a]Jp = +36,18° Fir a-Solanellsiure wurde 
[e]p friiher zu +35,1° bestimmt. 


1) Das Aquivalent der a-Solanellsiure wurde auch nach den 
friiheren Angaben [Diese Z. 114, 187 (1921)} bei der Titration in wiiSriger 
Lésung zu etwa 100 gefunden. 
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Uber die Sphingomyeline des Herzmuskels. 
(7. Mitteilung tiber Phosphatide,)) 


Von 


E. Klenk. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1933.) 


Im Stoffwechsel des Gehirn- und Nervengewebes stehen die 
Cerebroside und Sphingomyeline offenbar in naher Beziehung zu 
den Lecithinen und Kephalinen. Insbesondere lassen sich bei 
den als Spaltprodukten auftretenden Fettsiuren gewisse Zu- 
sammenhainge erkennen. So sind die Cerebroside und Sphingo- 
myeline durch ihren Gehalt an Siuren der C,,----Gruppe, die 
Lecithine und Kephaline durch ihren Gehalt an ungesiittigten, 
und zwar vorwiegend hochungesittigten Siiuren der C,,---- und 
C,,+---Gruppen ausgezeichnet. Auf Grund dieser Befunde habe 
ich vor kurzem?) die Ansicht ausgesprochen, daf die letzteren 
durch #-Oxydation*) aus den C,,----Siituren der Cerebroside und 
Sphingomyeline entstehen. 

Im Zusammenhang damit verdient die Tatsache, daf die 
Cerebroside und Sphingomyeline — in allerdings wesentlich 
kleineren Mengen — auch in anderen Organen als im Gehirn 
sich vorfinden, besondere Beachtung. Sie kénnten so vielleicht 
ganz allgemein als Zwischenprodukte bei der Bildung dieser im 
Fettstoffwechsel der Wirbeltiere allem Anschein nach eine wichtige 
Rolle spielenden hochungesiittigten Fettsiituren der C,,-+-- und 
C,.:+»-Gruppen in Frage kommen. Es wird nun in erster Linie 
zu priifen sein, ob man berechtigt ist die im Gehirn beziiglich 
der Fettsiuren der Cerebroside und Sphingomyeline angetroffenen 
Verhiltnisse auf die andern Organe zu iibertragen. 

Uber diesen Punkt liegt bis jetzt nur ein beschriinktes Tatsachen- 
material yor. Das aus Nieren gewonnene sog. Carnaubon, welches ein 
Gemisch von Cerebrosiden und Sphingomyelinen ist, gab bei der Spaltung 





*) Unter gleicnzeitiger Dehydrierung beim Ubergang der C,,-+-- in 
die C,,---+-Gruppe. 
) 6. Mitt. Diese Z. 217, 228 (1938). *) Diese Z. 200, 51 (1931). 
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Lignocerinsiiure C,,H,,0, und wahrscheinlich Cerebronsiure C,,H,.0, 
[Rosenheim und MacLean’)]. Walz’), der in Thierfelders Institut 
arbeitete, fand in der normalen Milz (Rind) als einziges Cerebrosid in 
kleinen Mengen Kerasin. Dieses Cerebrosid reichert sich nach Lieb?) in 
der Milz und Leber bei Morbus Gaucher sehr stark an. Alle Priiparate 
gaben bei der Spaltung die fiir das Kerasin charakteristische Lignocerin- 
siure. Bei der Spaltung eines aus der Leber (Rind) gewonnenen, mit 
partiellen Spaltprodukten noch verunreinigten Sphingomyelinpriiparats haben 
Klenk und v. Schoenebeck*%) Lignocerinsiure erhalten. Ein yon 
Frinkel, Bielschowsky und Thannhauser’®) vor kurzem dargestelltes, 
analytisch reineres Sphingomyelinpriparat aus Leber (Schwein), das jedoch 
gegeniiber allen andern bis jetzt beschriebenen Sphingomyelinpriiparaten 
ein abweichendes Verhalten zeigte, ergab bei der Spaltung Lignocerinsiiure, 
Stearinsiiure und Palmitinsiure. 

Vor einiger Zeit haben wir zu einem andern Zweck eine 
sréBere Menge Rinderherz aufgearbeitet. Die sich dabei bietende 
Gelegenheit wurde beniitzt, um das vorliegende Tatsachenmateria! 
weiter zu ergiinzen. Schon friihere Beobachtungen von Mac Lean‘), 
sowie von Bloor‘) deuteten auf das Vorkommen von Sphingo- 
myelinen in diesem Organ hin. In der Tat konnte ein Phos- 
phatid von sphingomyelinartigem Charakter ohne allzu grofe 
Schwierigkeiten in kleineren Mengen isoliert werden. Wie die 
Untersuchung der bei der Spaltung auftretenden Fettsiuren ergab, 
handelt es sich um ein Gemisch von Lignoceryl- und Steary!- 
sphingomyelin.*) Die in dem Lebersphingomyelin von Frinkel, 
Bielschowsky und Thannhauser vorgefundene Palmitinsiiure 
fehlt hier ebenso wie im Gehirnsphingomyelin.™*) 


*) Die Auffassung von Frinkel, Bielschowsky und Thannhauser 
iiber den komplexen Bau der Sphingomyeline, nach welecher ein chemiscl 
einheitliches Produkt mehr als eine Fettsiiure enthalten kann, scheint mii 
bis jetzt noch véllig unbegriindet. Jedenfalls ist die von den Autoren vor 
geschlagene Formel abzulehnen. Es ist nicht einzusehen, warum der eine 
der 3 Einzelkomplexe nur als Kation, der andere nur als Zwitterion und 
der 3. endlich nur als Anion auftreten soll. 

**) Die von Frinkel, Bielschowsky und Thannhauser gegebene 
Darstellung kénnte vielleicht den Eindruck erwecken, als wiirde die An- 
sicht, daB in dem Gehirnsphingomyelin nur Siiuren der C,,++- und C,,:°° 
Gruppen vorhanden sind, einer Richtigstellung bediirfen. Es sei hier des- 
halb noch besonders vermerkt, da8 sowohl nach den Befunden von Merz 
[Diese Z. 193, 59 (1930)] als auch nach eigenen Beobachtungen [Diese 7. 
200, 51 (1931)] kein Grund vorliegt an der Abwesenheit von Palmitinsiiure 
zu zweifeln. 

1) Biochemie. J. 9, 103 (1915). 

) Diese Z. 140, 305 (1924). 

5) Diese Z. 218, 1 (1933). 

7) J. of biol. Chem. 68, 33 (1926). 


2) Diese Z. 166, 210 (1927) 
4) Diese Z. 209, 112 (1932). 
*) Biochem. Z. 57, 132 (1913). 
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i Cerebroside scheinen im Herzmuskel wie offenbar in allen Organen 
mit Ausnahme des Gehirns in noch kleineren Mengen als die Sphingomyeline 
vorhanden zu sein, so daf auf ihre Isolierung und nihere Charakterisierung 
verzichtet werden muBte. 


Die Darstellung des Sphingomyelinpraparats. 


Als Ausgangsmaterial dienten die beim 24 stiindigen Stehen 
einer uitherischen Lésung von Herzphosphatiden im Eisschrank 
ch auftretenden Abscheidungen. Die Phosphatide waren aus 51 kg 
en ( fein zerhacktem, mit Aceton entwiissertem Rinderherz durch 
m aufeinanderfolgende Extraktion mit Aceton und einem Gemisch 
you Chloroform—Methylalkohol gewonnen worden. Die Menge der 
Abscheidungen betrug 25 g. Sie erwiesen sich nur teilweise in 
Alkohol léslich. Beim Auskochen mit 750 ccm Alkohol blieben 
11,5 g ungelést. 

0- Die ungeléste Substanz bestand in der Hauptsache aus Kreatin, das 


durch einmaliges Umkrystallisieren aus Wasser in vollig reinem Zustand 
zu erhalten war. 


ie Aus der heif filtrierten Lisung schieden sich beim Abkiihlen 
bh, — auf Zimmertemperatur 4 g eines nur schwach phosphorhaltigen, 
|. in der Hauptsache aus Triglyceriden bestehenden Produkts (1) ab. 
4 Abkiihlung durch eine Kaltemischung fiihrte zu einer weiteren 
ro [|  Abscheidung (2). SchlieBlich wurde noch eine letzte Fraktion (3) 

aus dem im Vakuum eingeengten Filtrat durch Fillung mit 

Aceton erhalten. Die beiden Fraktionen 2 (4,0 g) und 3 (3,0 g) 
er fF  bestanden im wesentlichen aus Sphingomyelinen. Je 30 mg der 
Substanzen gaben nach dem Veraschen mit Soda und Salpeter 
eine sehr starke Phosphorreaktion. 


Priifung auf Cerebroside. Die Bestimmung des durch Siiurehydrolyse 
abspaltbaren Zuckers (Galaktose) nach Loening und Thierfelder’) gab 
folgende Werte: 

1. 0,1188 g Subst.: 1,15 eem KMnO,. Gef. 4,9°/, Gal. entspr. 24°/, Cerebrosid 
- *. 0,1079 g ” : 0,45 cem ”? ” 2,1°/, ” ”? 10°/, ” 
g- 3. 0,1085g , :0,85ceem ,, » SP Ts x » 20%, 9 


22,86 cem der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 22,4 mg Cu. 


e Die iibliche Reinigung durch Umkrystallisieren aus Pyridin 
war bei Frakt. 2 zunichst nicht anwendbar. Die Substanz schied 
sich aus der heiBen Lésung in schleimiger, nicht filtrierbarer Form 


1) Diese Z. 77, 202 (1912) 
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ab, was offenbar von einer Verunreinigung herrihrte. Zur Ab- 
trennung derselben wurde das Produkt mit 50 ccm Wasser zy 
einem diinnfliissigen Brei angeriihrt und durch Zugabe desselhen 
Volumens Aceton wieder geflockt. Nach dem Erwiirmen auf 
50—60°, wobei die Substanz zu gréferen Klumpen zusammen- 
backte, goB man die iiberstehende klare Fliissigkeit ab. Die 
sodann nach UbergieBen mit Aceton zu einem feinen Pulver 
zerriebene Substanz wurde abgesaugt, getrocknet und aus Pyridin 
umkrystallisiert. 

Die Frakt.3 wurde zuniichst aus Pyridin umkrystallisiert, 
dann zur Abtrennung einer unléslichen Beimengung in Methyl- 
alkohol gelést, das Ungeléste abfiltriert und aus der im Vakuun 
eingeengten Lésung das Phosphatid mit Aceton wieder gefiillt. 
Die so erhaltenen Produkte von 2 und 3 wurden vereinigt und 
noch wiederholt (6mal) aus Pyridin umkrystallisiert. Ausbeute 
etwa 9 g. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° im Hochvakuum iiber P,0. 
getrocknet. 


4,269 mg Subst.: 10,350 mg CO, und 4,290 mg H,O. 
23,835 mg ,, 5,96 cem n/100-Siure (Mikrokjeldahl n. Pregl). 
0,0430¢ so, 0,1486 g Wiigekérper (P-Best. n. Embden). 


C,,H,,N,PO, (Lignoceryl-sphingomyelin) 


Ber. C 67,72 H 11,72 N 3,36 P 8,78 
C,,Hs,N,PO, (Stearyl-sphingomyelin) 

Ber. C 65,71 H 11,44 N 3,74 P 4,15. 

Gef. ,, 66,1 » 14 » 8,50 oy SB. 


Das Sphingomyelin von Merz') aus Gehirn zeigte folgende Zu- 
sammensetzung: C 66,5, H 11,5, N 3,65, P 4,10; das von Walz aus 
Milz: C 66,5, H 11,6, N 3,62, P 4,06. 

0,2921 g Subst. zu 5cem in einem Gemisch von gleichen Volum- 
teilen Chloroform und Methylalkohol gelést. Drehung bei Natriumlicht 
im 2dm-Rohr bei 20° + 0,557°. 

[o]2°= + 4,77°. 

Rein weiBe Substanz. Sie beginnt schon unter 100° zu 

sintern und schmilzt sehr unscharf bei etwas iiber 200° In 


ihren Eigenschaften stimmt sie vollig iiberein mit dem von Merz 
aus Gehirn dargestellten Sphingomyelin. Wie dieses bildet sie 


1) Diese Z. 198, 59 (1930). 
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mit Wasser tribe Emulsionen und unterscheidet sich so wesent- 
lich von dem Lebersphingomyelin von Friinkel, Bielschowsky 
und Thannhauser, das mit Wasser klare Lisungen gibt. Die 
Probe von Molisch ist negativ. 


Die Spaltprodukte. 


Zur Spaltung wurden, um allenfalls noch vorhandene ester- 
artig gebundene Fettsiiuren abzutrennen, 2 g Substanz mit 40 ccm 
etwa n/2-methylalkoholischer Kalilauge '/, Stunde unter Riickflub 
cekocht. Die auf Zimmertemperatur abgekiihlte Lésung machte 
man mit Salzsiure schwach sauer und versetzte sogleich mit 
stark gekiihltem Aceton, wobei die Substanz bis auf einen 
kleinen Rest ausfiel. Der abgesaugte und mit Ather gut aus- 
vewaschene Niederschlag wurde sodann mit 10°/,iger Schwefel- 
siiure durch 3stiindiges Kochen unter Riickflub gespalten. 


Lignocerinsiurefraktion. Beim Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur krystallisierten aus der Liésung 0,4 g Fettsiiure- 
methylester in gliinzenden Blittchen aus. Schmelzp. 56°. Daraus 
0,37 g freie Siiure. Schmelzp. 75—76% Aquiv.-Gew. 345 (0,0484 ¢ 
Subst.: 1,26 cem n/10-alkohol. Lauge). Die Siiure wurde nun mit 
einer entsprechenden Fraktion, die bei einem anderen Spaltungs- 
versuch gewonnen worden war, vereinigt und die Methylester (0,75 g) 
im Hochvakuum destilliert. Vorlauf: 0,10 g. Hauptfraktion: 0,53 g. 
Schmelzpunkt nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Methy|- 
alkohol 57—57,5°. Daraus 0,18 g freie Siure (aus Aceton um- 
krystallisiert). Schmelzp. 79—79,5°. Gliainzende Blittchen. 


0,0537 g Subst.: 1,47 ccm n/10-alkohol. Lauge. 
Aquiv.-Gew. C,,H,,0, Ber. 368,5 Gef. 365. 


Stearinsiurefraktion. Sie wurde aus der Alkoholysen- 
fiiissigkeit nach der Abtrennung des auskrystallisierten Methy]- 
esters durch Ausschiitteln mit Petrolither gewonnen. 0,34 g. 
Schmelzp. 38—39° Daraus 0,26 g freie Siure. Schmelzp, 55—56°. 
Aquiv.-Gew. 294 (0,0450 g Subst.: 1,53 ccm n/10-alkohol. Lauge). 
Die langsame Destillation im Hochvakuum, wobei die hoéher- 
siedenden Anteile nicht mit iiberdestilliert wurden, fiihrte zu 
einem Vorlauf von 0,04 g. Schmelzp. 57—59°. Aquiv.-Gew. 284. 
(U,0455 g Subst.: 1,60 com n/10-alkohol. Lauge.) Hauptfraktion: 
0,10 g. Schmelzp. 58—60°. Sie wurde aus Aceton umkrystalli- 
siert. Schmelzp. 62—63°. 
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4,719 mg Subst.: 13,185 mg CO, und 5,290 mg H,O. — 0,0418 g Subst: 

1,46 ccm n/10-alkohol. Lauge. 
CrgHesOs Ber. C 75,98 H 12,77 Aquiv.-Gew. 284,3 
Gef. ,, 76,2 y 12,5 x 286. 



















Die Mischprobe mit Stearinsiiure (Schmelzp. 69—69,5') 
(Mischungsverhaltnis 1:1) schmolz bei 65—66° Es trat dem- 
nach keine Schmelzpunktsdepression auf. Die Mischprobe mit 
Palmitinsaiure (Schmelzp. 62°) ergab dagegen eine starke Depression. 
Schmelzpunkt der Mischprobe 53—53,5°. Es kann kein Zweitel 
bestehen, daB hier trotz des niedrigen Schmelzpunkts im wesent- 
lichen Stearinsiiure vorgelegen hat. Der niedrige Schmelzpunkt 
ist offenbar nicht durch eine Beimengung von Palmitinsiiure ver- 
ursacht, da der Vorlauf ebenfalls das fiir Stearinsiure richtige 
Aquivalentgewicht zeigte. 

Sphingosin. Zur niheren Charakterisierung wurde das dafiir be- . 
sonders geeignete Triacetylderivat dargestellt’), Die aus Aceton um- 
krystallisierte Substanz (Nadeln) schmolz bei 102,5°, was der Schmelz- 
punkt des reinen Triacetyl-sphingosins ist. 

4,615 mg Subst.: 11,440 mg CO, und 4,110 mg H,0. 4 

C,,H,,NO, Ber. C 67,72 H 10,19 Gef. C 67,6 H 10,0. r 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft §—. 
danke ich ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. . 





1} Diese Z. 185, 169 (1929). 











Kinige Untersuchungen am Cholesterin. 
Von 
Hanns Lettré. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universitéts-Laboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. September 1933.) 


Die Untersuchungen von Wieland und Windaus an den 
Gallensiiuren und am Cholesterin haben in der Formulierung nach 
Wieland?) ihren abschlieBenden Ausdruck gefunden. Eine gewisse 
Unsicherheit besteht noch in der Frage, ob Cholesterin ein «@,f- 
oder f,y-ungesiittigter Alkohol ist. 

Die friiheren Untersuchungen von Windaus hatten die ,7- 
Lage der Doppelbindung sehr wahrscheinlich gemacht; der Versuch, 
die experimentellen Ergebnisse mit der a, f-Lage der Doppelbindung 
in Kinklang zu bringen, macht die Annahme von sehr unbefrie- 
digenden Hilfshypothesen notwendig.?) Nun konnten aber Men- 
schick, Page und Bossert?) auf absorptiometrischem Wege den 
sicheren Nachweis erbringen, daB das Cholestenon, das man auf 
verschiedene Weise aus Cholesterin darstellen kann‘), ein «,f-un- 
gesiittigtes Keton ist. Dieser Befund hat Zweifel daran hervor- 
gerufen, ob Cholesterin #,y-ungesittigt ist®*°) und es ist erneut die 
Frage entstanden, ist Cholesterin nicht doch ein e,f-ungesiittigter 
Alkohol? Auch Wagner-Jauregg®) hatte aus Untersuchungen 
an den Toluolsulfosiiureestern des Cholesterins auf die «,8-Lage 
der Doppelbindung geschlossen und hatte in der Tatsache, dab 
Cholestenon «,f-ungesiittigt ist, eine Stiitze seiner Annahmen ge- 
sehen, Vor einiger Zeit konnte indessen Bonstedt‘) zeigen, dab 
das Cholestenon nicht das Keton des Cholesterins, sondern des 
strukturisomeren Allocholesterins ist. Bei der Darstellung des 
Cholestenons aus Cholesterin mu8 also eine Verschiebung der 
Doppelbindung vor sich gegangen sein. 

*) Diese Z. 210, 274, (1932). 2) Diese Z. 213, 150 (1932). 

*) Liebigs Ann. 495, 225 (1932). 

*) Diels u. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 37, 3099 (1904); Win- 
daus, Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 

*) Tschesche, Liebigs Ann. 498, 187 (1932). 
*) Diese Z. 213, 119 (1932). ’) Diese Z. 214, 173 (1932), 
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Im folgenden soll diese Frage an der Zuordnung des Chole- 
sterins, des Allocholesterins und des Cholestenons zu den un. 
gesiittigten Kohlenwasserstoffen Cholesten und Pseudocholesten dis- 
kutiert werden. 

Cholesten und Cholesterin. Cholesten (Formel I) entsteht 
aus dem Chlorid des Cholesterins (Formel J) durch Reduktion mit 
Natrium und Amylalkohol.’) Man kann auf zwei Wegen zeigen, 


%\ C, Hs, | oe 


CH, CH, CH CH, CH, CH 
Pee Yd pg ie ’ 
HC 6 CH HG CH 

H | | | pia : | 
Pe Oa 'CH, H,C C10 
ae “ee “hig lll a: 
CH, CH, CH 
[ II 


daB bei dieser Reaktionsfolge keine Verschiebung der Doppe'- 
bindung gegeniiber der urspriinglichen Lage im Cholesterin ein- 
getreten sein kann. Erstens: Bei der Chromsiiureoxydation des 
Cholestens und des Cholesterylacetats tritt eine Ketogruppe in 
Nachbarschaft zur Doppelbindung und zwar bei beiden Stoffen an 
die gleiche Stelle des Molekiils, denn die beiden Oxydationsprodukte 
lassen sich in dasselbe gesiittigte Keton, das Cholestan-7-on’° 
iiberfiihren.*) Zweitens: Die Siiuren, die man bei der Kinwirkung 
von Oxydationsmitteln auf Cholesten und Cholesterylacetat gewinnt, 
gehen bei der thermischen Zersetzung in ungesittigte Kohlen- 
wasserstoffe C,,H,, bzw. C,,H,, tiber, die sich “‘dardh Hydrierung 
in identische gesiittigte Kohlenwasserstoffe C,,H,, tiberfiihren lesan, 
Die Entstehung der Kohlenwasserstofie verlauft folgendermafen: 
Bei beiden Stoffen wird die Doppelbindung an der gleichen Stell: 
des Molekiils aufgesprengt. Aus Cholesten entsteht eine ¢-Keto- 
siure C,,H,,0,, die nents innermolekulare Perkinsche Reaktion 
und CO, '-Abspaltung in den Kohlenwasserstoff C,,H,, tibergeht. 
Ganz analog verliiuft die Reaktion beim Cholesterylacetat, durch 
Abspaltung von Essigsiure wird eine zweite Doppelbindung in 
das Molekiil gelegt. Der so entstandene Kohlenwasserstoff hat di 
Formel C,,H,,. Formulierung der Reaktion vgl.*). 


') Mauthner u. Suida, Mh. Chem. 15, 87 (1894). 

2) Friiher als Cholestan-8-on bezeichnet. 

5) Windaus, Ber. chem. Ges. 53, 488 (1920); Windaus u. Kirchner, 
Ber, chem. Ges. 53, 614 (1920). 
4) Lettré, Diese Z. 218, 67 (1933). 
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c &§ Die Doppelbindung liegt also im Cholesterylacetat sicher an 
n- [ der gleichen Stelle wie im Cholesten. Der dem Cholesterin 


- zugehérige ungesiittigte Kohlenwasserstoff ist das Cholesten. 
Pseudocholesten und Cholestenon. Bei der Behandlung mit 


ht (F Chlorwasserstoff geht Cholesten in Cholestenhydrochlorid iiber. 
it JF Spaltet man aus diesem den Chlorwasserstoff wieder ab, so erhiilt 
n, #% man nicht Cholesten zuriick, sondern gewinnt einen isomeren 


Kxohlenwasserstoff, das Pseudocholesten') (Formel IV). 

Ks gelang mir nachzuweisen, dab das Pseudocholesten der 
dem Cholestenon zugehérige ungesiittigte Kohlenwasserstoff ist. 
Bei der Reduktion des Cholestenons (Formel III) nach Wollt- 
Kishner wurde ein Kohlenwasserstoff erhalten, der sich als iden- 
tisch mit Pseudocholesten erwies. Die Identitiit wurde durch 
Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und durch die Uberfiihrung in 
das charakteristische Dibromid sichergestellt. 


|. \CicHao | C,,H, 
, 2 CH, CH, CH *\! CH, CH, CH \ Colh 
s ia he a PPL Oe 
._ 2 H,C C CH _ HC C CH 
‘ | | | | | 
! 0=C C CH, H,C C CH, 
: ee a a i ee 

CH CH, SH GH, 

' Il IV 
— Abbau des Pseudocholestens zum Kohlenwasserstoff 
- — C,,H,, und zur Ketosiiure C,,H,,O,. Noch auf einem anderen 


Wege konunte eine Beziehung zwischen Cholestenon und Pseudo- 
cholesten aufgefunden werden. Cholestenon geht bei der Oxydation 
mit Kaliumpermanganat in eine Ketosiiure C,,H,,O, (Formel VII) 
iiber.2) Dieselbe Ketocarbonsiure konnte aus Pseudocholesten auf 
folgende Weise dargestellt werden: 
| Durch Einwirkung von Ozon oder Chromsiureanhydrid ent- 
steht aus Pseudocholesten eine Ketocarbonsiure C,,H,,O, (Formel V), 
die selbst nicht krystallin gefaBt werden konnte, sich aber in Form 
der schwerléslichen Semicarbazonsiure leicht aus dem Oxydations- 
cemisch abtrennen und reinigen liBt. Ein charakteristisches Derivat 
ist das Oxim der Siiure, das in schénen langen Nadeln krystallisiert. 
Die freie Siiure, die man durch Hydrolyse des Semicarbazons ge- 
winnt, geht bei der thermischen Zersetzung in einen ungesiattigten 
1) Mauthner, Mh. Chem. 28, 1117 (1907). 


2) Windaus, Ber.chem. Ges. 39, 518 (1906), 50, 133 (1917); Tschesche, 
a.a. QO. 
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Kohlenwasserstoff vom Schmelzp.80° iiber. Seine Entstehung haben 
wir uns so zu denken, daf durch innermolekulare Perkinsche 
Reaktion aus der Ketosiure C,,H,,O, eine @,f-ungesiattigte Siure 
C,,H,,0O, entsteht, die leicht CO, abspaltet und so in einen un- 
gesiittigten Kohlenwasserstoff C,,H,, (Formel VI) tibergeht. Der 
Beweis fiir die Richtigkeit der Formel C,,H,, konnte durch die 
oxydative Aufspaltung mit Ozon erbracht werden, Man erhiilt 


hierbei eine Ketosiure C,,H,,0O,, die sich als identisch mit der 


Is, ee. 
CH, CH, be ba CH, CH, bs sion 
ue C CH _ HC G CH 
| | nie: | | 
H,C O=C CH, HC C CH, 
i aaa 
COOH CH, CH, 
V VI 
\. C,H 
CH, CH, bu ‘ | 
Pi a 4 
H, CH 
HOOC O=C CH, 
CH, 
Vu 


aus Cholestenon dargestellten Siure (Formel VII) erwies. Die 
Identitat wurde durch “Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt, Drehung 
der Siuren und durch die Uberfiihrung in die charakteristische 
Oximsiiure sichergestellt. Auch aus dieser Reaktionsfolge ergibt es 
sich, dab die Doppelbindung im Cholestenon und Pseudocholesten 
an der gleichen Stelle liegen muB. 

Pseudocholesten und Allocholesterin. Da durch die 
Versuche von Bonstedt') bewiesen ist, dafB das Cholestenon das 
Keton des Allocholesterins ist, kann man mit Sicherheit annehmen, 


| C,,H | C,,H:, 
CH,CH,CH \* ® CH, CH, CH _ | 
rd 


ry ee ge i “sl as ie 
H,C? C CH ’ H,C OH 
| | | —_ | , | 
— CH, H,C 5C CH, 
CH CH, CH CH, 
Allo-cholesterin Pseudo-cholesten 





1) Ava. O. 
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dab Pseudocholesten der zum Allocholesterin gehérende un- 
gesiittigte Kohlenwasserstoff ist. 

Fassen wir die Ergebnisse noch einmal zusammen: Bei der 
Darstellung des Cholestenons aus Cholesterin findet eine Ver- 
schiebung der Doppelbindung statt, die in der gleichen Richtung 
verliuft wie bei dem Ubergang des Cholestens in Pseudocholesten 
. [— und des Cholesterins in Allocholesterin. Ks ist demnach unrichtig, 
. aus dem @,f-ungesittigten Charakter des Cholestenons Riickschliisse 
auf die Lage der Doppelbindung im Cholesterin zu ziehen. Chole- 
sterin ist entsprechend den friiheren Untersuchungen von Windaus 
ein §,y-ungesiittigter Alkohol, Da im Cholestenon das Sauerstofi- 
atom an ©, steht’), liegt seine Doppelbindung zwischen ©, und 
C., An der gleichen Stelle liegt sie im Allocholesterin und Pseudo- 
cholesten. Im Cholesten und Cholesterin liest sie zwischen C, 
und Cg. 

Abbau des Pseudocholestens zum Kohlenwasserstoff 
C,,H,,. Aus den Oxydationsprodukten des Pseudocholestens konnte 
ein interessantes Nebenprodukt dargestellt werden. Destilliert man 
die gesamten sauren Anteile, die man bei der Einwirkung von 
Chromsiureanhydrid auf Pseudocholesten gewinnt, im Vakuum, so 
erhilt man bei der fraktionierten Krystallisation des Destillats 
neben dem Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 80° (VI), der in Nadeln 
krystallisiert, aus den Mutterlaugen weiche Blittchen vom Schmelz- 
punkt 88—39°, die sich nach der Analyse auch als Kohlenwasser- 
stoff erweisen. Derselbe Kohlenwasserstoff entsteht bei der ther- 
mischen Zersetzung der sauren Produkte, aus denen die Siure 
U,H,,.0, (V) mit Semicarbazid schon abgetrennt ist. Ks lag daher 
die Annahme nahe, daB der zweite Kohlenwasserstoff sich aus 
einem Oxydationsprodukt der Siiure (V) bilde. Die Siure V wurde 
mit Kaliumhypobromit oxydiert. Sie geht dabei in eine gut 


krystallisierende Tricarbonsiiure C,,H,,O, (Formel VIII) iiber. Bei 
der thermischen Zersetzung dieser Siiure entsteht der Kohlen- 
wasserstoff yom Schmelzp. 388—39°. Der Kohlenwasserstoff ist un- 
gesiittigt, er zeigt positive Liebermann-Burchardsche Reaktion. 
Er addiert leicht Brom, liefert aber hierbei kein krystallines Bromid. 
Durch Benzopersiuretitration wurde eine Doppelbindung festgestellt. 

Die Entstehung des Kohlenwasserstoffs lift sich nur auf 
foleendem Wege deuten: Aus der Tricarbonsiiure (VII) bildet sich 


nach der Blaneschen Reaktion eine Ketocarbonsiiure Ce, 


') Windaus, Diese Z. 213, 153, 180 (1932), 
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da die Carboxylgruppen symmetrisch zueinander liegen, sind zwej 
Reaktionsméglichkeiten gegeben: Formel IX und IXa. Durch 
innermolekulare Perkinsche Reaktion bildet sich weiter eine 
d,f-ungesittigte Saure C,,H,,0,, die bei der Destillation Kohlen- 
dioxyd abspaltet und so einen Kohlenwasserstoff C,,H,, bildet 
(Formel X oder = Die Formel C,,H,, stimmt gut mit den 


CieHec | Noa 
om ee a Not CH, CH, CH - 
a a. 4 
. HC CH 
wl 1 ‘te pes | 
H,C OC CH, H.C COOH Gu, 
al ak. ra 
COOH CH, COOH COOH 
V Vill 
oa. _a 
CH, CH, OH — CH, CH, CH ig , 
(i da ae Pt tii ed 
H.C G CH H,( GC H 
| | | | | | 
H,C———C=0 8, H.C O=(0——.CH, 
“ie 
JOOH COOH 
IX IXa 
- 150 C,, Hs, 
CH, CH, CH NG CH, CH, bi No 
nm) 4 pags a 4 
H.C CH H,6 
| i | | i 4 
H,C——— 0————-CH HCC CH, 
Xx Xa 


analytischen Befunden iiberein. Ein Grund, der mir diese Formu- 


lierung des Kohlenwasserstofis sehr wahrscheinlich macht, ist der, 


daB die innermolekulare Perkinsche Reaktion sehr leicht ver- 
lauft. Sie fiithrt auch in den Fallen zur Bildung von Fiinfringen, 
in denen die Blancsche Reaktion versagt. So geht der Ubergang 
der Ketosiiure C,,H,,O, aus Cholesten in einen Kohlenwasser- 
sgn C,,H,, leicht vor sich.1) Dagegen bildet die Dicarbonsiure 

o7tHyg0,, die durch Aufsprengung des gleichen Ringes im Cholesterin 
anden ist, bei der Destillation nur ein Anhy drid, sie kann erst 
durch thermische Zersetzung der Bariumsalze zur SchlieBung des 
Fiinfrings gezwungen werden.?) Die yon Windaus und Stein”) 


1) Lettré, a.a. O. *) Stange, Diese Z. 218, 73 (1933). 
3) Ber. chem. Ges. 37, 3699 (1904). 
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4] heschriebene Tetracarbonsiure (Formel XI) liefert bei der ther- 
h mischen Zersetzung nur das Anhydrid einer Ketodicarbonsiiure 3) 
e HE (Formel XII); es entsteht nicht, wie man erwarten kiénnte, ein 
- # Diketon. Die Reaktion bleibt also in diesem Falle mutatis mutandis 
t ' auf der Stufe [IX der Reaktion der T'ricarbonsiiure stehen. 


_ | C,H, 
CH, CH, CH ~ ¥ CH, CH, CH < ” 
Fata ill A fi lag 
COOH C CH m C CH 
| | a eal | 
COOH CH COOH atts | C=0 
GH, COOH is, 
CH, C—O 
| 
XI XII OO 


Die Bildung dieses Kohlenwasserstofis hat einiges stereo- 
chemisches Interesse, denn die Spannung eines solchen Systems 
zweier Fiinfringe ist sehr groB, sie ist gréBer als die zweier Fiinf- 
ringe, die in trans-Stellung zueinander verkniip{t sind. Ein Derivat 
des trans-Biscyclo-oktans hat kiirzlich Wieland?) beschrieben. 

Sterische Verkniipfung von RingA und Bim Cholestan 
und Koprostan. Der Kohlenwasserstoff C,,H,, vom Schmelzp.80° 
‘Formel VI) nimmt bei der katalytischen Hydrierung rasch Wasser- 
stoff auf und geht in einen gesittigten Kohlenwasserstoff C,,H,, 
iiber, und zwar erhilt man ein Gemisch der stereoisomeren Formen. 
Ks war daher notwendig, die reinen cis- und trans-Formen auf 
anderem Wege darzustellen. 

Diese Problemstellung beriihrt sich eng mit der Frage nach 
der sterischen Zuordnung des Cholestans und Koprostans. Diese 
Frage soll daher vorweg genommen werden. 

Cholestanol geht bei der Oxydation mit Chromsiureanhydrid in 
eine Dicarbonsiure C,,H,,O, iiber*), der wir die Formulierung XIII 
zuerteilen. Bei der Brenzreaktion geht diese Siure in ein Keton 
> OU; HO vom Schmelzp.100°(Formel XIV) iiber.*) Da das Asymmetrie- 
| zentrum anC, durch eine Methylengruppe von dem niichsten Carboxyl 
cetrennt ist, ist eine sterische Umlagerung bei der Entstehung 
des Brenzketons nicht anzunehmen, der neugebildete Fiinfring 
wird sich in der gleichen Stellung an den benachbarten Sechsring 


i” ‘) Nach unveréffentlichten Versuchen im hiesigen Institut. 
*) Diese Z. 216, 91 (1933). 

*) Windaus u. Uibrig, Ber. chem. Ges. 47, 2384 (1919). 
*) Windaus u. Dalmer, Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 
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anschlieBen wie der Ring A des Cholestanols. Durch Clemmenseyp, 
Reduktion habe ich das Keton in den zugehérigen Kohlenwasser: 
stoff C,,H,, (Formel XV) verwandelt. Dieser Kohlenwasserstof 
zeigt den Schmelzp. 78° 


a... 
CH, CH, CH 
COOH C CH 
XIII | 
COOH C/% CH, 
eo til ie Pi 
CH, CH 
OE | Nock 
CH, CH, CH ~~ a CH, CH, CH m, 
j/ £ CH ; CH 
| | UH HC y: 
\. a CH, C CH, 
\ ail \ 
CH, iH, CH, CH, 
XIV XV 


Koprosterin geht bei der Oxydation in eine Dicarbonsiiure 
C,,H,,0, (Formel XVI) iiber’), die bei der thermischen Zersetzung 
ein Keton C,,H,,0 (Formel XVIII) vom Schmelzp. 73° bildet. Das 
gleiche Brenzketon entsteht auch aus der Dihydro-dielssiiure 
und bei der katalytischen Hydrierung des Brenzketons der Diels- 
siure.”) Die Dihydro-dielssiiure ist ein Stereo-isomeres der [i- 
carbonsiiure aus Koprosterin (C,), die Carboxylgruppe an C, liegt 
bei ihr in der gleichen Stellung, in der in der Siure aus Chole- 
stanol (XIII) die Gruppierung —-CH,—COOH liegt. Da bei der 
Brenzreaktion aus beiden Siiuren das gleiche Keton entsteht, mui 
eine von ihnen die sterische Anordnung an ©, gewechselt haben. 
Die Frage, welche Siure sich umgelagert hat, ist leicht durch die 
Umwandlung des Ketons (XVIII) in den zugehérigen Kohlen- 
wasserstoff zu entscheiden. Falls die Siiture XVI sich umgelagert 
hat, muB der Kohlenwasserstofi mit dem Kohlenwasserstoff XV 
identisch sein, falls XVIII sich umgelagert hat, muB er von diesem 
verschieden sein. Ich habe das Keton nach der Methode yon 
W olf-Kishner reduziert, man erhilt so einen Kohlenwasserstoti 
vom Schmelzp. 46°. Daraus folgt, daB sich die Dihydro-dielssiure 


1) Windaus u. Uibrig, a.a. 0. 
*) Windaus, Ber. chem. Ges. 52, 175 (1919). 
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XVII) umgelagert hat. Der Fiinfring in dem Keton vom Schmelz- 
yunkt 73° (XVIII) hat dieselbe sterische Verkniipfung mit dem 
yenachbarten Sechsring wie der Ring A im Koprostan. Die beiden 
Brenzketone XIV und XVIII sind nicht nur struktur-, sondern 
auch stereo-isomer. 


Cs. | ; 
CH, CH, on >. ’ CH, CH, CH a 
OO me die et 
HC C el H,G c CH 
H. | | | HO | 
HOOC .C CH, HOOC C CH, 
a al Pilling 
COOH CH, COOH CH, 
XVI XVII 
| \.6,,He | ills 
CH, CH, CH M CH, CH, CH % 
is al lag Pg 
/ G J G CH 
HCl yy | | H,C 
\ C CH, \ ‘C CH 
GC CH, CH, CH, 
! 
QO XVI XIX 


In welcher Konfiguration wird sich nun ein Fiinfring an einen 
Sechsring angliedern, wenn er die Méglichkeit hat, durch Um- 
lagerung in die sterisch begiinstigste Lage tiberzugehen? Durch 
Vanuehe von Windaus, Hickel weal Reverey} ) ist es sehr wahr- 
scheinlich gemacht worden, daB sich in diesem Falle die cis-Form 
bildet. Demnach sollten das Brenzketon XVIII und der Kohlen- 
wasserstoff vom Schmelzp. 46° (Formel XIX) cis-Konfiguration 
besitzen, das Keton XIV und der Kohlenwasserstoff XV miissen 
trans-Konfiguration besitzen. Daraus folgt, daB das Cholestan 
ein Derivat des trans-Dekalins, das Koprostan ein Derivat 
des cis-Dekalins ist. Diese Ableitung der sterischen Zuord- 
nung des Cholestans und Koprostans ist schon friiher von Windaus”*) 
an den durch Aufsprengung des Ringes A entstandenen verschie- 
denen Gallensiuren durchgefithrt worden. Sie fiihrte zu dem 
gleichen Ergebnis. Eine wertvolle Bestiitigung erfuhr diese Ab- 
leitung durch eine Untersuchung von Ruzicka.*) Ausgehend von 


') Ber. chem. Ges. 56, 91 (1923). 
*) Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
*) Helvet. chim. Acta 16, 327 (1933). 
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der Tatsache, dab das cis-Dekalin und seine Derivate eine griépere 
Dichte besitzen als die trans-Formen wurden die Dichten des 
Cholestans und Koprostans im Schmelzflu8 gemessen. Hierbej 
ergab sich, daB das Koprostan eine gréBere Dichte besitzt als 
Cholestan. Diese physikalische Methode fihrt also zu dem gleichen 
Resultat. 


Le Cull a 
CH, CH, CH = \"*™ CH, CH, CH . 
mC C CH H,C C CH, 
| | | —> . 2 | 
oun’ CH, H,0——»0 CH, 
ie afl he a 
CH, CH, 
VI XIX 


In den Kohlenwasserstoffen XV und XIX haben wir die ge- 
suchten trans- und cis-Formen des Kohlenwasserstoffs C,,H,, 
uns. Aus dem Hydrierungsprodukt des Kohlenwasserstoffs C,,H,, 
(VI) konnte durch fraktionierte Krystallisation ein Stoff vom 
Schmelzp. 46° isoliert werden. Er gab mit dem gleichschmelzen- 
den Kohlenwasserstoff XIX keine Depression des Schmelzpunkts, 
so dafi auch auf diesem Wege die Konstitution des Kohlenwasser- 
stoffs (VI) sichergestellt ist. 

Herrn Prof. Windaus danke ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und seine Unterstiitzung. 


yor 


Experimenteller Teil. 


Uberfiihrung von Cholestenon in Pseudocholesten. 1,5 ¢ Chole- 
stenonsemicarbazon') wurden mit einer Auflésung von 1,5 g Natrium 
in 15 ccm absolutem Alkohol 10 Stunden im Rohr auf 200° 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde der Rohrinhalt mit Ather 
und Wasser herausgespilt. Die atherische Lésung wurde mit 
Wasser gewaschen, getrocknet und abgedampft. Der Riickstand 
wurde in 200 ccm siedendem Alkohol aufgenommen und mit 
einer Lésung von 1 g Digitonin in 100 ccm 90°/,igem Alkohol 
versetzt. Es entstand ein Niederschlag, der nach mehrstiindigem 
Stehen abfiltriert wurde. Gewicht des Niederschlages: 0,4 g. Es 
sind also 0,1 g Sterin mit Digitonin gefillt worden. 

Der Niederschlag wurde mit siedendem Xylol extrahiert, der 
Riickstand der Xylollésung bildet nach dem Umkrystallisieren 





) Dargestellt nach Diels und Abderhalden, Ber. chem. Ges. 37, 
3092 (1904). 
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aus Alkohol Blattchen vom Schmelzp. 142°, die positive Lieber- 
mann-Burchardsche Reaktion zeigen. Durch Kinwirkung von 
Brom in Hisessig auf die atherische Lésung der Substanz wurde 
ein Bromid vom Schmelzp. 123—124° erhalten, das mit dem 
gleichschmelzenden Cholesterindibromid keine Depression des 
Schmelzpunktes zeigte. [Aus dem Reaktionsgemisch der Lieber- 
mannschen Reaktion konnte eine kleine Menge eines Stoffes isoliert 
werden, der unscharf bei 110° schmolz. Vielleicht handelt es sich 
um Cholestanolacetat (Schmelzp. 114°)}. Die Entstehung von Chole- 
sterin und Cholestanol steht im Einklang mit den Befunden von 
Wagner-Jauregg, die er bei der Reduktion des Cholestenons 
mit Natrium und Alkohol machte.') Die Bildung von Alkoholen 
als Nebenprodukte der Reduktion nach Wolf-Kishner ist schon 
von Eisenlohr und Polenski*) beobachtet worden. 

Das Filtrat der Digitoninfallung wurde im Vakuum zur Trockene 
eingedampft, der Riickstand wurde mit Ather digeriert und die 
itherische Lésung eingeengt. Durch Zugabe von Methylalkohol 
wurde ein Krystallisat vom Schmelzp. 62—67° erhalten. Aus- 
beute 1g. Durch haufiges Umkrystallisieren steigt der Schmelz- 
punkt auf 78—79° Die Reinigung der Substanz ist mit groBen 
Verlusten verkniipft, es scheint so, als ob noch ein Stoff von 
‘ihnlichen Léslichkeitsverhiltnissen beigemengt sei. 

Die Substanz gibt mit dem gleichschmelzenden Pseudochole- 
sten keine Depression des Schmelzpunktes. 

0,0178 mg Subst.: 2 cem Benzol. 1=1 dm. « = +0,54°. 

[a]2° = +60,7°. 

4,130 mg Subst.: 13,230 mg CO,, 4,670 mg H,O. 

Cop Hy, Ber. C 87,47 H 12,53 Gef. C 87,36 H 12,65. 

Zur weiteren Identifizierung wurde der Kohlenwasserstoff 
nach der Vorschrift von Mauthner?®) in das Dibromid iibergetiihrt. 
Ks wurden schéne Nadeln vom Schmelzp. 117—118° erhalten. 
Sie geben mit dem gleichschmelzenden Pseudocholesten-dibromid 
keine Schmelzpunktsdepression. 

Oxydation des Pseudocholestens mit Chromsaureanhydrid. 10 g 
Pseudocholesten wurden mit 500 ccm Kisessig auf 80° erwirmt. 
Kine Liésung von 14 g Chromsiureanhydrid in 10 com Wasser 
und 80 cem Eisessig wurde im Laufe von 2 Stunden langsam zu- 
getropft. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum abgedampft und 





) Diese Z. 208, 72 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 57, 1640 (1924). 
*) Mh. Chem. 28, 1117 (1907). 
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der Riickstand in Ather aufgenommen. Die itherische Lésung 
wurde mit Wasser gut ausgewaschen, dann wurden neutrale und 
saure Anteile in der iiblichen Weise isoliert. Neutralteil: 4,1 ¢, 
Saurer Anteil: 4,3 g. 

Der saure Anteil wurde in 200 ccm Methylalkohol gelist 
und mit einer methylalkoholischen Liésung von 1,5 g Semicar- 
bazid-acetat 3 Stunden unter RiicktluB gekocht. Wihrend des 
Erhitzens scheidet sich ein grober Niederschlag aus. Nach dem 
Erkalten wurde der Niederschlag abfiltriert und mit Methylalkohol 
ausgewaschen. Gewicht des Niederschlages 1,15 g. Das Filtrat 
wurde erneut mit Semicarbazid-acetat gekocht. Es schieden sich 
noch 0,2 g des Produktes aus. Gesamtausbeute 1,35 g, Der Stott 
wurde aus siedendem Alkohol umkrystallisiert und so in fein- 
krystalliner Form erhalten. Schmelzp. 240° unter Zers. 

3,282 mg Subst.: 8,510 mg CO,, 3,010 mg H,O. — 4,521 mg Subst.: 
0,340 cem N, (20°, 748 mm). 

C,,H,0;N, Ber. C 70,67 H 10,39 N 8,83 
Gef. ,, 70,72 ,, 10,26 ,, 8,62. 

Ks liegt also das Semicarbazon einer Siéure C,,H,,O, vor. 
Die Ausbeute auf die sauren Anteile der Oxydation bezogen 
betrigt 30°/, d.Th. 

0,3 g¢ der Semicarbazonsiure wurden mit einer Mischung von 
20 ccm Kisessig und 10 ccm konzentrierter Salzsiiure '/, Stunde 
auf dem Wasserbad erwirmt. Die Siure scheidet sich hierbei 
als Ol ab. Sie wurde in Ather aufgenommen. Die iitherische 
Lésung wurde mit Wasser ausgewaschen, getrocknet und ab- 
gedampft. Der Riickstand wurde in 15 cem Alkohol und 10 ccm 
5°/,iger wiBriger Kalilauge gelést und mit 0,15 g Hydroxylamin- 
hydrochlorid 2 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Nach dem Er- 
kalten wurde die Lésung mit Hisessig angesiiuert. Es scheiden 
sich feine Nadeln aus, die nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol 
bei 165—166° schmelzen. 

8,315 mg Subst.: 9,080 mg CO,, 3,170 mg H,O. — 6,280 mg Subst.: 
0,193 cem N, (22°, 732 mm). 

C,,HyO,N Ber. C 74,75 H 10,93 WN 3,20 
Gef. ,, 74,69 ,, 10,70 ,, 3,43. 

Ozonisierung des Pseudocholestens. 5¢ Pseudocholesten wurden 
in 200 ccm Eisessig suspendiert und so lange mit Ozon behandelt, 
bis alles gelést war und eine Probe der Lisung Brom—Kisessig- 
lésung nicht mehr entfirbte (31/, Stunde). Zu der Kisessiglésung 
des Ozonids wurde eine Auflésung von 1 g CrO, in waBrigem 
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Eisessig (=1,25 Atome Sauerstoff) gegeben. Die Lésung er- 
wirmt sich, nach einer halben Stunde ist keine Chromsiure mehr 
nachzuweisen. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum abgedampft 
und der Riickstand in Ather aufgenommen. Aus der iitherischen 
Liésung wurde die Siéure in der iiblichen Weise isoliert. Es 
wurden 3,5 g eines braunen Sirups gewonnen. 

Die sauren Produkte wurden in 200 ccm Methanol gelost 
und mit einer methylalkoholischen Lésung von 1,2 g Semicarb- 
azid-acetat 2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Es scheidet sich 
eine grobe Fallung aus. Nach dem Erkalten wurde sie abfiltriert, 
mit Methylalkohol ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute 2,9 g. 
Die Substanz schmilzt bei 239° unter Zers. Die durch Hydrolyse 
mit Salzsiiure freigemachte Siure liefert bei der Vakuumdestillation 
den Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 80° (vgl. unten). 

Uberfiihrung der Saure C,,H,,0, in den Kohlenwasserstoff C, ,H, ,. 
1,2 g¢ der Semicarbazonsiure wurden, wie oben beschrieben, in 
die freie Siure tibergefiihrt. Die Siure wurde bei 12 mm Druck 
destilliert. Zwischen 240 und 260° destilliert ein hellgelbes Ol 
iiber, das im Retortenhals krystallin erstarrt. Durch Umkrystalli- 
sation aus Ather—Methylalkohol erhalt man schéne lange Nadelp 
vom Schmelzp. 80°. Die Substanz ist leicht léslich in Ather und 
Chloroform, schwerer in Aceton und schwer in Methanol. Sie 
zeigt positive Liebermann-Burchardsche Reaktion und addiert 
leicht Brom. Ein krystallines Bromid konnte nicht gefaft werden. 


0,0215 g Subst.: 2 cem Chloroform. 1=1 dm. «= +0,60°. 


[a]}* = +55,8°. 
3,365 mg Subst.: 10,790 mg CO,, 3,770 mg H,O. 
CHa Ber. C 87,56 H 12,43 Gef. C 87,45 H 12,54. 


Oxydation des Kohlenwasserstoffs C,H, , zu der KetosaureC,,H, ,0.. 
0.59 g des Kohlenwasserstoffs vom Schmelzp. 80° wurden in 
100 cem Kisessig suspendiert und so lange mit Ozon behandelt, 
his fast alles in Lésung gegangen war und die Lésung Brom nicht 
mehr entfirbte (1/, Stunde), Zu der EHisessiglésung des Ozonids 
wurde die Auflésung von 0,1 g Chromsiiureanhydrid in 10 ccm 
verdiinntem EHisessig gegeben. Es tritt eine gelinde Erwiirmung 
ein, die Chromsiure ist rasch verbraucht. Das Oxydationsgemisch 
wurde im Vakuum eingeengt und in Ather aufgenommen. Die 
‘itherische Lésung wurde mit Wasser ausgewaschen und die sauren 
Reaktionsprodukte mit 2n-Natronlauge aus ihr entfernt. Die 
alkalische Lésung wurde angesiiuert und die ausgeschiedene Siiure 
in Ather aufgenommen. Der Riickstand der iitherischen Lisung 
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wurde in wenig Benzol gelést und mit einem Uberschu8 you 
hochsiedendem Petroliather versetzt. Nach einigem Stehen schieden 
sich Krystalle ab. Sie wurden aus Benzol—Petrolither umkrystalli- 
siert. Es wurden 0,12 g einer in Nadeln krystallisierenden Substanz 
erhalten. Schmelzp. 151% [a]}* = + 37,0°. 


0,0216 g Subst.: 2 cem Chloroform. 1=1dm. «= +0,40°%] 
4,095 mg Subst.: 11,550 mg CO,, 3,980 mg H,O. 
C,,H,,0O,; Ber. C 77,14 H 10,81 Gef. C 76,93 H 10,87. 


Kin Vergleichspriparat, das nach den Angaben von Windaus') 
dargestellt wurde, zeigte entgegen den Literaturangaben den 
Schmelzp. 151°. Es gab mit der aus dem Kohlenwasserstoff dar- 
gestellten Siure keine Depression des Schmelzpunktes. Drehung 
der Siure (aus Cholestenon dargestellt): 

0,9212 g Subst.: 2 cem Chloroform. 1=1dm. o@ = +0,39°. 

[o]e§ = +36,8° 

Zur weiteren Identifizierung wurden aus beiden Siiuren die 
Oximsiuren dargestellt. Es wurden in beiden Fallen charakte- 
ristische lange Nadeln vom Schmelzp. 187—188° erhalten, die 
miteinander gemischt denselben Schmelzpunkt zeigten. 

Oxydation der Saure C,,H,,O, zu der Tricarbonsdure C,,H,,0,. 
3,5 g der Semicarbazonsiure aus Pseudocholesten wurden, wie 
oben beschrieben, in die freie Siiure iibergefiihrt. Es wurden 
2,9 g der sirupésen Siure erhalten. Sie wurde unter Erwiirmen 
in 80 ccm 5°/,iger wiBriger Kalilauge gelést. Beim Abkiihlen 
erstarrt die Lésung der Kalisalze zu einer dicken Gallerte. Zu 
dieser wurde die Auflisung von 3 ¢ Brom in 60 ccm 5°/,iger 
wiBriger Kalilauge gegeben. Nach einigen Stunden lést sich die 
Gallerte klar auf. Nach 24 Stunden wurde die Liésung mit 2 n- 
Schwefelsiure angesiiuert und mit schwefliger Siiure von iiber- 
schiissigem Brom befreit. Die flockig ausgeschiedene Siure wurde 


in Ather aufgenommen. Die iitherische Lésung wurde mit Wasser 


ausgewaschen, getrocknet und eingedampft. Nach Anreiben mit 
wenig Benzol krystallisierte der Riickstand der iitherischen Lisung 
allmihlich durch. Die Sdure wurde aus einem Gemisch von 
Ather und hochsiedendem Petrolither umkrystallisiert und so in 
Form von kleinen Prismen erhalten. Ausbeute 1,8 g. Beim 
Schmelzen zeigt die Substanz ein charakteristisches Verhalten: 
ab 142° sintert sie zusammen, wird bei 146° klarfliissig, erstarrt 


1) Ber. chem. Ges. 39, 2010 (1906). 
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dann wieder und schmilzt bei 202—203°. Diese Erscheinung 
ist wohl auf die Bildung eines Anhydrids der Siure zuriick- 
zufiihren. Auch die intensiv getrocknete Substanz zeigt das 
sleiche Verhalten. 


3,063 mg Subst.: 7,820 mg CO,, 2,860 mg H,0. 


},,H,,0, Ber. C 69,47 H 9,95 sef. C 69,63 H 10,45. 
3,456 mg Subst.: 0,452 cem NaOH (0,0477). 
Aquiv.-Gew. Ber. 155,4 Gef. 160,3. 


Darstellung des Kohlenwasserstoffs vom Schmelzp. 88—39°. 0,5 ¢ 
der Tricarbonsiure wurden bei 14 mm Druck destilliert. Zwischen 
240 und 260° geht ein helles Ol iiber, das in Ather aufgenommen 
wurde. Die itherische Lésung wurde mit 2n-Natronlauge von 
sauren Bestandteilen befreit, mit Wasser ausgewaschen, getrocknet 
und eingedampft. Der Riickstand der iitherischen Lisung wurde 
in wenig Aceton aufgenommen und auf —10° gekiihlt. Durch 
Zusatz von Methylalkohol konnte eine Ausscheidung von Kry- 
stallen erzielt werden. Man erhilt so eine in Blittchen krystalli- 
sierende Substanz, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Ather—Methylalkohol den Schmelzp. 88—39° zeigt. Ausbeute 
012g. Die Substanz ist in Ather, Chloroform, Aceton leicht 
léslich, schwerer in Methylalkohol. Sie zeigt positive Lieber- 
mann-Burchardsche Reaktion und addiert leicht Brom. Ein 
krystallines Bromid konnte nicht gefaBt werden. 


3,000 mg Subst.: 9,640 mg CO,, 3,320 mg H,0. 


C,sH, Ber. C 87,72 H 12,23 Gef. C 87,64 H 12,38. 
0,0346 g Subst.: 2cem Chloroform. 1=1dm. «a = —0,70°. 
[o]21 = —40,5° 


0,0350 g Subst. wurden in 3cem Chloroform gelést und mit 1 cem 
Benzopersiiure—Chloroformlésung versetzt (= 5,4 mg O). Nach 48 Stunden 
waren 1,56mg O verbraucht. Theoretisch fiir eine Doppelbindung: 
1,64mg O. Eine Blindprobe der Benzopersiiure nahm in derselben Zeit 
um 0,04 mg O ab. 

Darstellung des Kohlenwasserstofis C,,H,, vom Schmelzp. 78’. 
0,8 ¢ des Brenzketons der Dicarbonsiiure aus Cholestanol, dar- 
gestellt nach der Vorschrift von Windaus und Dalmer’), wurden 
in 100 ccm Kisessig gelést. Diese Liésung wurde mit 20 g amal- 
gamiertem Zink zum Sieden erhitzt. Im Laufe von 10 Stunden 
wurde konzentrierte Salzsiiure in kleinen Portionen zu dem Reak- 
tionsgemisch gegeben. Es schied sich nach und nach ein helles 


') Ber. chem. Ges. 52, 166 (1919). 
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Ol ab, das beim Abkiihlen iiber Nacht krystallin erstarrte. Die 
| Fliissigkeit wurde abgegossen. Die Krystalle wurden in Ather 
i gelést und vom Zink abfiltriert. Die ‘itherische Lisung wurde 
elngeengt und mit Methanol versetzt. Es schieden sich Nadeln 
aus, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Aceton und 
Ather—Methylalkohol den konstanten Schmelzp. 78° zeigten. Die 
Substanz zeigt keine Farbreaktion nach Liebermann-Burchard, 
Sie ist leicht léslich in Ather, Chloroform, schwerer in Aceton 
und Methylalkohol. 

4,038 mg Subst.: 12,890 mg CO,, 4,660 mg H,0. 
CyeH,, Ber. C 87,05 H 12,94 Gef. C 87,06 H 12,91. 
0,0215 mg Subst.: 2 cem Chloroform. 1=1dm. « = +0,27°. 


































120: soo o> ( 
[a]? == +-2Z3.1 


Darstellung des Kohlenwasserstoffs C,,H,, vom Schmelzp. 46’, 
Das Keton C,,H,,O vom Schmelzp. 73—74° wurde nach der 
Vorschrift von Windaus?) durch katalytische Hydrierung des 
Brenzketons der Dielssiiure dargestellt. 

Die Reduktion nach Clemmensen fiihrte zu einem 6ligen 
Produkt, das eine starke Farbreaktion nach Liebermann-Bur- 
chard zeigte. Aus dem Reaktionsprodukt lieB sich nur eine 
geringe Menge krystallinen Materials isolieren. Zur Darstellung 
des Kohlenwasserstoffs wurde daher die Methode von Woll- 
Kishner angewandt. 

1 g des Ketons wurde in methylalkoholischer Loésung mit 
einer methylalkoholischen Lésung von 0,5 g Semicarbazid-acetat 
5 Stunden unter RiickfluB gekocht. Wiahrend des Kochens scheidet 
sich das Semicarbazon in Form eines groben Niederschlages ab. 
Schmelzp. 268—270° unter Zers. 

4,053 mg Subst.: 0,327 cem N, (22°, 744 mm). 

C,,H,,ON; Ber. N 9,77 Gef. N 9,14. 

0,9 g des Semicarbazons wurden mit der Auflésung von 1,5 g 
Natrium in 15 ccm absolutem Alkohol 8 Stunden im Rohr aui 
200° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde der Rohrinhalt mit 
Ather und Wasser herausgespiilt. Die iitherische Lisung wurde 
mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. Die eingeengte iithe- 
rische Lésung wurde auf —10° gekiihlt. Durch Zusatz von 
Methylalkohol wurden Krystalle erhalten, die nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Ather—Methylalkohol den konstanten Schmelz- 


1) Ber. chem. Ges. 52, 176 (1919). 
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punkt 46° zeigen. Die Substanz krystallisiert in Blittchen. Die 
Reaktion nach Liebermann-Burchard ist negativ. Der Stoff 
ist leicht léslich in Ather, Chloroform, Aceton, wien erer in Methyl- 
alkohol. 


2,889 mg Subst.: 9,250 mg CO,, 3,280 mg H,0. 
C,,Hy Ber. C 87,05  H 12,94 Gef. C 87,32 H 12,70. 

0,0217 g Subst.: 2 cem Chloroform. 1=1dm. « = +0,36°. 

[a]2° = +33,2° 

Hydrierung des Sictdenennescesielie C,,H,, aus Pseudocholesten. 
04g des Kohlenwasserstofis wurden in itherischer Lésung mit 
I ‘alladiumkatalysator in einer W asserstottatmosphire geschiittelt. 
Die Aufnahme von Wasserstoff war nach wenigen Minuten be- 
endet, eine genaue Ablesung der aufgenommenen Wasserstoff- 
menge konnte wegen der Druckschwankungen der iitherischen 
Lésung nicht erfolgen. Die Lésung wurde vom Katalysator dekan- 
tiert und eingedampft. Der Riickstand wurde aus Aceton—Methy!- 
alkohol krystallisiert erhalten. Das Produkt schmolz bei 52—54° 
und zeigte keine Reaktion nach Liebermann-Burchard mehr. 
Durch fraktionierte Krystallisation aus Athylalkohol wurde es in 
4 Fraktionen von folgenden Schmelzpunkten zerlegt: 1. 55°; 
2, 52°; 3. 49°; 4. 46° Die vierte Fraktion wurde noch einmal 
us Alkohol umkrystallisiert. Es wurden Blittchen vom Schmelz- 
punkt 46° erhalten, die mit dem gleichschmelzenden Kohlen- 
wasserstoft aus dem hydrierten Brenzketon der Dielssiiure keine 
Depression des Schmelzpunkts zeigten. 

4,183 mg Subst.: 13,360 mg CO,, 4,820 mg H,0. 
C,H, Ber. C 87,05  H 12,94 Gef. C 87,10 H 12,89. 
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Uber Emulsin. XII. 
I. Die Spaltung von Phenol-/-d-isorhamnosid durch Emulsin. 


Von 


B. Helferich, H. Rohr und E. Giinther. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1933.) 


DaB 8-d-Isorhamnoside durch Emulsin gespalten werden, hat 
Emil Fischer gleich bei der ersten Darstellung des Methyl-9-d- 
isorhamnosids festgestellt.1) Folgende Arbeit bringt eine quanti- 
tative Untersuchung dieser Spaltbarkeit. 

Um im Zusammenhang mit den anderen, in den letzten Arbeiten 
untersuchten Glykosiden zu bleiben, wurde auch hier die Phenol- 
verbindung (I) hergestellt durch Reduktion des schon friiher be- 


I  CH,+CH-CH(OH) - CH(OH) - CH(OH) - CH - 0+ 0,H, 
| O ens ee eee ere 

schriebenen”) 6-Bromhydrins nach der Fischerschen Methode mit 
Zink und Eisessig.’) Es ergab sich zunichst erwartungsgemiB, dali 
die Wirksamkeit des Emulsins aus Siibmandeln gegen die beiden 
Phenol-f-d-Verbindungen der Glucose und der Isorhamnose, sowohl 
bei der Reinigung des Ferments, wie auch bei seiner Schidigung 
durch Erhitzen oder durch Ultraviolettbestrahlen’) stets parallel 
geht. Es liegt also keinerlei Grund vor, fiir die Spaltung der 
Isorhamnoside ein besonderes Ferment anzunehmen. 























Wertigkeit geg. Phenol-8-d-| Wertigkeits- 
Ferment cara aa 
glucosid J‘isorhamnosid| verhiiltnis 
aa ee 0,31 | 0,56 L323 
Reinferment ......... 3,65 6,0 1: 1,65 
Erhitztes Ferment. ...... 0,05 0,09 1:1.8 
Ultraviolettbestrahltes Ferment . 0,092 0,18 eee. 





Uberraschend ist dabei, daB die Spaltung der Isorhamnoside 
fast doppelt so schnell erfolgt, wie die der Glucoside. Die ,,9-d- 
Glucosidase“ des Emulsins aus SiiBmandeln spaltet von allen bisher 





lis 


0.08 
hace 
rat 
Ka 
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untersuchten Glykosiden die 8-d-Isorhamnoside am raschesten, 
Die theoretischen Auswertungen auch dieser Beobachtung sollen 
einer spiteren Arbeit vorbehalten bleiben. 

































Versuche. 


,Phenol-/-d-Isorhamnosid“. Eine heibe Lisung von 5 ¢ Tri- 
acetyl-phenol-£-d-glucosid-6-brom-hydrin *) in 55 ccm etwa 65°/, iger 
Essigsiiure werden auf dem siedenden Wasserbad unter dauerndem 
Riihren im Laufe von %/,; Stunden portionsweise mit etwa 12,5 ¢ 
Zinkstaub versetzt. Nach dieser Zeit ist kein organisch gebundenes 
Brom mehr in dieser Lésung nachzuweisen. Die Lisung wird yon 
den Zinkverbindungen abgesaugt, diese mehrfach mit Aceton aus- 


at gekocht, die vereinigten Filtrate unter vermindertem Druck zur 
i- [> ‘Trockne verdampft, der Riickstand wiederum mehrfach mit Aceton 
i- —F ausgekocht, dieses wieder zur Trockne verdampft und der Riick- 
stand 2mal aus 12 ccm gewéhnlichem Alkohol umkrystallisiert. 
on | Ausbeute an Triacetyl-phenol-§-d-isorhamnosid 2,2 g, Schmelz- 
|. punkt 184—135° (korr.), Drehung in Chloroform [@]j' = — 0,26 
e- — x 3,1928/0,0769 x 1 x 1,471 =— 7,3°. 
4,243 mg Subst.: 9,192 mg CO,, 2,189 mg H,0. 
C,,H,,0, (366,17) Ber. C 59,0 H 6,06 Gef. C 59,08 H 5,77. 
it § Die Substanz zeigt die Léslichkeiten der Acetylzucker. 
ib Die Abspaltung der Acetylgruppen geht ohne Schwierigkeit 
‘0 durch Kochen in Methanol mit einer kleinen Menge Natrium- 
hl fF methylat vor sich.4) Nach 2maligem Umkrystallisieren des beim 
i$ — Verdampfen mit Methanol verbleibenden Riickstandes aus miég- 
el § lichst wenig Essigester (etwa 2 ccm) erhilt man aus 1,0¢ Acetyl- 
ri =verbindung 0,4 g des freien Phenol-§-d-isorhamnosids. Schmelz- 
| punkt 161—162° (korr.), Drehung in Wasser [e]j' =— 4,14 


_ fF x 1,8112/0,0912 x 1 x 1,018 = — 80,8°. 


3,200 mg Subst.: 7,022 mg CO,, 1,997 mg H,0. 
= C,.H,,0, (240,1) Ber. C 60,0 H 6,66 Gef. C 59,85 H 6,98. 


Das Isorhamnosid ist in Wasser und Alkohol sehr leicht 


lislich. 
Substratkonzentration: 0,052 n; 0,0400 g Glucosid, wasserfrei, bzw. 
le — °,0375 g Isorhamnosid in 2,0 eem Acetatpuffer, py 5,0 (etwa m/10, optimal 
_ | nach besonderen Versuchen), dazu 1,0cem Fermentlésung. Spaltungstempe- 


ratur 30,0°. Abgestoppt durch Zusatz von etwa 20 ccm etwa 2,5°/,iger 
Kaliumearbonatlésung. Jodverbrauch bei 100°/, Spaltung 12,49 cem n/10. 








B. Helferich, H. Rohr und E. Ginther. 









Spaltung von Phenol-f-d-glucosid. 































































as ee bi 
' ~~ aS wn | uJ * of &~ - 
— 2 ee O00 Zic ®,. ~ Bm ro 
= > ~ & = ai. = a = ~ a 
Ferment BSissee eelfas| 2] = FY 
egies eg |S lse8] 2] = Fs 
a” i @ a /°5 > * ” 
Mobferment. ......-: 1,2 | 0,013 100 | 3,07 | 24,6 | 0,31 
Gereinigt. ........ 1] 9,5 | 0,00172 | 100 | 4,41 | 35,3 | 3,65 
Rohfermt. erhitzt (24 Stdn., 45°) 0,013 100 | 0,56 4,5 | 0,05 
Spaltung von Phenol-§-d-isorhamnosid. : 
Rohferment........{] 1,2 | 0,013 60 | 3,26 | 26,1] 0,56 JF Ph 
ae ee eee 9,5 | 0,00172 60 | 4,38 | 35,0 | 6,0 -) 
Rohfermt. erhitzt (24 Stdn., 45°) 0,013 60 | 0,60 4,8 | 0,09 1-} 
Rohferment ultraviolett be- 
strahlt (2 Stdn.). . ... 0,01467 60 1,21 9,7 | 0,17 
SA: 6+. &% Muka @ es 0,01467 | 100 | 1,12 9,0 | 0,099 
, , ro 
* Der Verbrauch einer gleich konzentrierten und gleich behandeltes J ¢; 
Fermentlésung ist bestimmt und beriicksichtigt. his 
; F au 
Literatur. Bc 
1. E. Fischer u. K. Zach, Ber. chem. Ges. 45, 3761 (1912). } 
2. Diese Z. 205, 237 (1932). Fok 
3. Vgl. Teil III dieser Arbeit. | 
4. Zemplén u. Pascu, Ber. chem. Ges. 62, 1613 (1929). 
5. Diese Z. 205, 246 (1932). 
K. 
° a) ° oe At 
II. Die Spaltung von /-d-Glucuroniden (gepaarten Glucuronsauren) 
durch Emulsin. E Je 
Von A 
B. Helferich und G. Sparmberg. e Ns 
| stl 
pr 


Es ist bekannt, da manche .gepaarte Glucuronsiiuren" 
: Se} 

~ . . ‘ . I ] . : : . - } . : : 
(Glucuronide) durch Emulsin gespalten werden.') In der vor- 
liegenden Arbeit ist diese Spaltbarkeit quantitativ untersucht fir 
das Natriumsalz des 1-Menthol-@-d-glucuronids, gleichzeitig (zum 
p-a-| » g Sh wes 

Vergleich) fiir 1-Menthol-@-d-glucosid und Phenol-#-d-glucosid. 

of ‘ ) 5 

Te . . . =~ . ~N rn 

Wie die folgende Tabelle ergibt, geht die Spaltbarkeit des Gluct- 
ronids bei der friiher beschriebenen Reinigung des Emulsins” 
nicht parallel mit der Spaltbarkeit der Glucoside. Nach der 
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pisherigen einfachsten SchluBfolgerung wire also fiir das Glucu- 






























































* ronid ein besonderes Ferment anzunehmen, das mit der #-d- 
* Glucosidase nicht identisch ist. Auf die Unsicherheit dieses 
= Schlusses soll spaiter eingegangen werden. 
Wertigkeit 
31 ae 
65 Substrat Rohferment?) | Reinferment*) | Verhiltnis 
0 (8-Glucosidase- | (8-Glucosidase- 
, wert 1, 2) | wert 10) 
56 [EF Phenol-§-d-glucosid. . . 0,35 | 3.4 1:10 
0  —  1-Menthol-6-d-glucosid . 0,10 | 0,85 1: 8,5 
,09 i-Menthol-9-d-glucuronid 0,002 | 0,0056 i: 33 
oh Substrate. Das Natriumsalz der 1-Menthol-f§-d-glucu- 
,092 A . " pe 
ronsiure wurde aus der absolut-alkoholischen Liésung der freien 
lten Sire’) gewonnen durch Zugabe von alkoholischer Natronlauge 
bis fast zur neutralen Reaktion. Es fallt sofort in feinen Krystallen 
aus, die nach Waschen mit Alkohol und Ather analysenrein sind 
(11), Krystallwasser). 
3,036 mg Subst.: 5,617 mg CO,, 2,207 mg H,O. — 3,037 mg Subst.: 
0,568 mg Na,SQ,. 
C,,H,,0;Na + 11/,H,O (381,24) Ber. C 50,36 H 7,93 Na 6,03 
Gef. ,, 50,46 ,, 8,41 ,, 6,06. 
Die Drehung in Wasser ergab [a]?° = — 2,75 x 1,604/0,0448 x 1 x 1 
=— 98,4°. 
Das 1-Menthol-f-d-glucosid wurde nach E. Fischer und 
Kk. Raske 4) hergestellt, mit kleinen Anderungen. [Chloroform statt 
” Ather bei der Kuppelung, Verseifung des Acetats nach Zemplen. )] 
‘ Spaltungen. Bestimmung der optimalen H-Ionenkonzentration. 
Je 0,0599 g Substanz (Na-Salz, 11/,H,O) in 5,75 cem Puffer 
Acetat, m/10) mit 1,0ccm Rohfermentlisung (8-Glucosidasewert 1,2), 
Nach 62 Stunden bei 30,0° mit Kaliumcarbonat abgestoppt. Be- 
stimmung der Glucuronsiure jodometrisch. Besondere Kontroll- 
on’ proben ergaben die Zulissigkeit dieser Bestimmungsmethode. 
‘Ol : a 
fiir eem* n/10-Jod 0) 
wm : PH fiir 5,0 ccm 10 Spaltung 
sid, 
4,4 0,37 16 
cu 5,0 0,41 18 = Optimum! 
18 *) 5,4 0,30 13 
jer & 6,0 0,21 9 








* Der Eigenverbrauch der Fermentlésung ist abgezogen. 








B. Helferich und G.Sparmberg, 


I. Rohferment*), ¢-Glucosidasewert 1,2; 
0,071 g in 50 ccm Bestimmungsgemisch (= g). 



































: Zeit t} °/, ° 
Substrat g In Bestimmungs- in | Spal- Wertig 
gemisch Min. | tung keit 
Phenol - 6- d- amie (11,5 Pu.+ 2,0 Ft.) 
Sa... . 0,0912 13,5 60 | 64* 0,35 
1- Menthol-/-d- meas (23,0 Pu.+ 4,0 Ft.) 
.. ) a 0,2086 27,0 so }36** | 011 
1-Menthol-f-d- glucuron- (23,0 Pu.+ 4,0 Ft.) 
sduresalz Na-1'/,H,O | 0,2380 27,0 1320 |13*** | 0,002 
II. Reinferment, #-Glucosidasewert 10; 
0,074 g in 50 ccm Bestimmungsgemisch (= g). 
Phenol - 6 - d- amu 
© | Sore Konzentration wie oben 2 | 29* 3,3 
1-Menthol- #-d- ceenian 
>. | ee desgl. 6,5] 24,7**] 0,85 
1-Menthol--d-glucuron- 
siiuresalz Na-11/, H,O desgl. 218 6 0,0056 














* Polarimetrisch bestimmt unter Beriicksichtigung der Eigendrehung 
des Ferments. 
** Reduktometrisch nach Bertrand bestimmt. 
*** Jodometrisch bestimmt: der Jodverbrauch des Ferments ist be- 
riicksichtigt. 


Alle Drehungen im 2dm-Rohr. Temperatur der Spaltung: 30,0°. py 5,!. 
Abgestoppt durch Zusatz von K,CO,, beim Menthol-glucosid durch EinflieSeu. 
lassen in Fehlingsche Lésung. 


Literatur. 


. Vgl. z. B. Oppenheimer, Die Fermente I, 5. Aufl., S. 602 (1925). 

. Diese Z. 209, 269 (1932). 

Neuberg u. Lachmann, Biochem. Z. 24, 416 (1910); I. Bang, B 
chem. Z. 52, 445 (1911). 

E. Fischer u. Raske, Ber. chem. Ges. 42, 1465 (1909). 

Zemplen u. Paseu, Ber. chem. Ges. 62, 1613 (1929). 
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IlJ. Die Schadigung von Emulsin durch ultraviolette Strahlen 
Von 
B. Helferich und G. Brieger. 


Da Fermente in ihrer Wirksamkeit durch Bestrahlung wit 
ultraviolettem Licht geschiidigt werden, ist durch eine Reihe vou 
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Arbeiten bekannt.') Auch fiir Emulsin ist dies festgestellt.2) Die 
vorliegende Arbeit bringt eine quantitative Untersuchung dieser 
Schiidigung des Emulsins. 

Die Versuche wurden so durchgefiihrt, daf Lisungen von 
Emulsin in Reagenzglisern im Abstand von 30 cm dem Licht 
einer Heraeus-Quecksilberlampe ausgesetzt wurden. Nach be- 
stimmten Zeiten wurden Proben der so bestrahlten Fermentlisung 
entnommen und auf ihre Wirksamkeit gepriift. Im folgenden 
werden nur Lésungen verglichen, die gleichzeitig bestrahlt 
sind. Damit ist man von Schwankungen der Lichtintensitiit un- 
abhiingig. In besonderen Versuchen ist festgestellt, daB die Kigen- 
djrehung des Ferments durch Bestrahlung keine Anderung erfiihrt. 

Aus der Tab. I geht hervor, daB Fermentliésungen in Reagenz- 
glisern aus gewOhnlichem Glas durch Bestrahlung nicht geschiidigt 
werden (der #-Glucosidasewert bleibt auch nach 2 stiindiger Be- 
strahlung der gleiche), dab in Quarz-Reagenzglas die Ferment- 
lésung ziemlich rasch geschidigt wird und nach 2 stiindiger Be- 
strahlung nur noch 14°/, des urspriinglichen §-Glucosidasewertes 
besitzt: 


Tabelle I. 
Fermentlésung ~ 0,1°/,ig vom $-Glucosidasewert ~ 1,2. Eigendrehung der 
Fermentlésung = — 0,03° Spaltung 25 Minuten (¢) gegen Salicin: A= —5,03°; 
E =+ 2,57°. (Alle Drehungsangaben fiir 2 dm-Robhr.) 











ee " Bestrahlungszeit Drehung  Spaltung 
BestrahlungsgefaB Minuten Substr.+ Ferm. (°) a F 
0 — 4,11 12,5 
,Jenaer“ Glas . . 30 — 4,09 12,8 
60 — 4,09 12,8 
120 — 4,09 12,8 
Quarzglas . . . 30 — 4,40 8,7 
60 — 4,59 6,2 
120 — 4,93 1,7 











Tab. IT ergibt, daB schon die Filterung der Strahlen durch 
eine Uviolglasplatte (1,5 mm) die Schidigung des Ferments aufhebt : 
Damit ist in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen”) 
bestiitigt, daB nur die bei 254 mu liegenden Strahlen der Queck- 
silberlampe die Schidigung des Ferments hervorrufen. Denn nur 
dieser Teil der Strahlen wird durch das Uviolglas absorbiert. 








i 
4 
: 
3 
: 





6 B. Helferich und G. Brieger. 


co 


Tabelle IL 


Fermentlésung ~ 0,1°/,ig (¢-Glucosidasewert ~ 1,2: Eigendrehung — 


~ £ 





Spaltung 25 Minuten gegen Salicin: A = — 4,98°: E = + 2,57°. 




















Bestrablangszeit Drehung Spaltung - 
Minuten Substr.+ Ferm. ° he I 
0 — 5.71 17,2 
40) — 3.72 17, 
jen Versuch l¢ ST ee Te le a 
Aus den Versuchen der Tab. HI und IV geht hervor. dat 


“ ra (i PAE: Fe on es " tite ee . 
reineres Ferment | 5-(riucosidasewert etwa iU*)| schneer geschadigt 


nD ~ * . e ~ . 
—fsetene = oC : Aye “3 wery ¢ x bal 


wird, ais hobhierment,. adamit wird es Wah! 


Schadigung durch ultraviolettes Licht von 254 my eine 


| ae | oe “ =e a ; ae aS 
durch das Ferment selbst zugrunde liegt. Es soll die 
Fermentlésungen genau untersucht werden. 


Die Schadigung von Emulsin durch ultraviolettes Licht gi 


>: > 2 * = . oe ee i © ee nbs a P| : a 
die Méelichkeit zu untersuchen. ob diese Schadigung der Wirksam- 
rT 
- 


| S| ~ 
- + rrr “wy F ~ O fe oo ere | a 7 y 
kelt gegenuber verschiedenen Substraten gieich ode 
=o Te. Te ae ee 
Vveriawvit. Lhese rrulng di 4 hs rm Ai Si hw 4 woh FI I nenovi=-f- | ye 4 ? y 
a = é lic 
: ~ % * - = . - - - - iets + 
= ind Phenol-4-d-ealaktosid entsr ee len T Ul uz 
S$1G una Phen 1-5 -0-23 la VUBIU enispreca A Cis a! il Add ’ ti 
_ - c 
Ty ah atts hve . 
OW cheefiibrt S] 
he 
o~— . ~* s+ 
labelile } 
« WoCiic - oe & 
S =e Pabst. BS on oil O4 aS eee —_ 
Spaltung mit einer Rohfermentlésung (unbestrahit 5-Glucosidasewert = ~ 1.: S} 
y \< 


Pheno!l-f-d-zlucosid: A = — 1.99°, E = + 6,98": # = 100 Minuten 











‘—t Substrat + — | 
Minuten Ferment (° ef 

















Noch wirksan B 


Brme 
Gls i 


Q — 1.35 22.6 28 100 
20 — 1.45 19.2 24 $5.7 
4 — 1.51 17.2 21 73 
Ss _ 1.70 10.8 ] 46.4 

160 — 1,91 3.7 42 15 
Phenol-S-d-calaktosid: A = — 115°, E = + 1.51°: ¢ = 720 Minuten 

0 | — 0,60 21.8 03s 100,( 
20 — 0,69 18.4 081 Si,¢ 
40 — 0,77 15.4 | 0.026 65.4 
80 — 0,91 10,2 017 44.7 

160 | —~ 1,09 8.4 | DOES 14. 

















Tabelle IV, 
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Spaltung mit einer hochwertigen Fermentlésung (unbestrahlt $-Glucosidase- 
wert ~ 9,0; Eigendrehung — 0,02%, 0,00173 g Ferment in 50 cem Be- 


stimmungslésung. 


Phenol-§-d-glucosid: A = — 1,97°, E = + 0,98°; ¢ = 100 Minuten. 








Bestrahlungs- 
zeit 
Minuten 





0 
20 
40 
80 

160 











Wertigkeit 





Noch wirksam. 
Ferment 


he 


100,0 
70,8 
50,0 
12,0 

0,0 


Phenol-§-d-galaktosid: A = —1,15°, E =+1,51°; ¢ = 720 Minuten. 


0 
20 
40 
80 

160 





Drehun 

Substrat A Sp oe 

Ferment (°) lo 
— 1,24 25,4 
~ 16 18,3 
- ie 12,9 
— 1,89 3,4 
— 1,98 0,0 
— 0,67 18,8 
— 0,79 14,3 
~ 0,89 10,5 
— 1,06 4,1 
~ iH 2.3 











100,0 
70,8 
54,2 
20,0 
11,3 


Es ergibt sich, da8 bei dem Rohferment die Schidigung der 
Wirksamkeit gegeniiber beiden Substraten vollkommen parallel geht, 
da8 auch bei reineren Fermenten die Abweichung von dieser Paralleli- 
tit zu gering ist, um daraus die Existenz von 2 Fermenten im Emul- 
sin, einer 6-d-Glucosidase und einer §-d-Galaktosidase mit Sicher- 
heit ableiten zu kénnen.*) 


Tabelle V. 


Spaltung mit einer Rohfermentlésung (unbestrahlt §-Glucosidasewert ~ 1,2; 


Eigendrehung —0,02°). 


0,01467 g Ferment in 50 ccm Bestimmungslésung. 


Phenol-f-d-glucosid: A = — 1,979, E = + 0,98°; ¢ = 100 Minuten. 
































Bestrahlungs- Drehung Noch wirksam. 
zeit Substrat + Sp se Wertigkeit Ferment 
Minuten Ferment (°) Io */, 

0 — 1,35 21,7 0,24 100,0 
20 — 1,42 19,3 0,21 87,5 
40 — 1,49 17,0 0,18 75,0 
80 — 1,62 12,5 0,13 54,2 
160 — 1,79 6,8 0,069 28,8 
Phenol-a-d-mannosid: A = + 2,98°, E = + 0,27°; ¢ = 300 Minuten. 
0 + 251 16,6 0,060 100,0 
20 + 2,50 17,0 0,061 102,0 
40 + 2,48 17,7 0,064 107,0 
80 + 2,54 15,5 0,055 91,7 
160 + 2,71 9,2 0,032 53,3 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XI. 




















98 B. Helferich und 8. Winkler, 


Wird dagegen nebeneinander die Schadigung der Wirksam- 
keit des Emulsins gegen f-d-Glucosid und «-d-Mannosid gepriifi, 
so ergibt sich aus Tab. V ein stark verschiedener Verlauf der 
Schidigung. 

Dieses Resultat spricht erneut fiir die Verschiedenheit yon 
f-d-Glucosidase und «-d-Mannosidase im Emulsin.’) 

Es kann also die Schidigung der Emulsinwirkung durch 
ultraviolette Strahlen (254 my) Beitrage zu der Frage der Einheitlich- 
keit von Fermenten im Emulsin geben. 


Literatur. 


Literatur bei Oppenheimer, Die Fermente I, 5. Aufl., S. 61 (1925). 
. H. Agulhon, C. r. Acad. Sci. 152, 398 (1911). 

B. Helferich u. S. Winkler, Diese Z. 209, 272 (1982). 

B. Helferich, H. Heyne u. R. Gootz, Diese Z. 214, 139 (1933). 
Diese Z. 214, 140 (1933). 
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IV. Der Einflu8 von Formalin auf die /-glucosidatische 
und #-galaktosidatische Wirkung des Emulsins. 
Von 
B. Helferich und 8S. Winkler. 


Da8 Formaldehyd (Formalin) die Wirksamkeit von Carbo- 
hydrasen herabsetzt, ist bekannt.’) Noch unverdffentlichte Versuche, 
die an Emulsin mit Salicin als Substrat quantitativ durchgefiirt 
sind, ergaben, daB die Schidigung zuniichst sehr rasch eintritt, 
dann je nach der Formalinkonzentration mehr oder weniger lang- 
sam weitergeht, bis schlieBlich das Ferment ganz unwirksam is‘. 
Ein Teil der durch Formalin hervorgerufenen Schadigung kann 
durch Einwirkung von Natriumbisulfit wieder riickgingig gemacht 
werden. 

Die Schiidigung ist sicher ein chemisch sehr komplizierte: 
Vorgang. Vielleicht spielen auch Oxydationsprodukte des Formal- 
dehyds, die bei der langen Versuchsdauer entstehen, weiter Beglei‘- 
stoffe (Methanol) eine Rolle. Damit hiingt es zusammen, daf eine 
genaue Reproduzierbarkeit der Versuche noch nicht ausgearbeitet 
worden ist. 

Dagegen liBt sich diese Kinwirkung von Formalin auf Emulsin 
daraufhin untersuchen, wie sie sich gegen die verschiedenen Sub- 
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strate des Emulsins auswirkt. Die folgende Tabelle gibt eine von 
zablreichen Versuchsreihen wieder. 


Fermentkonzentration: 0,122 g Ferment in 50 ccm Bestimmungs- 
gemisch (= g, Riickstandsbestimmung der ungeschidigten Lésung). Die 
Drehung dieser Lésung: — 0,13°, ist in den Werten der Tabelle schon ab- 
gezogen. 

Substratkonzentration: 0,0400g wasserfreies Phenolglykosid, bzw. 
(,0317 g Methylglucosid - */,H,O, gelést in 2,0 ccm Puffer (Acetat, etwa m/10, 
px 5,0), dazu 1,0 cem Fermentlésung. 


Anfangsdrehung: Fir Methylglucosid — 0,33, fiir Phenolglucosid 
— 0,95, fiir Phenolgalaktosid — 0,56. 


Enddrehung: Fir Glucoside + 0,50, fiir Galaktoside + 0,76. Spal- 
tungstemperatur 30,0°. Abgestoppt wurde durch Zugabe von 0,15 g Kalium- 
carbonat. 

Drehungen im 1 dm-Robr. 


Fermentlésung: Eine klar zentrifugierte Auflésung von 2 Teilen 
Emulsin (aus SiiBmandeln, 6-Glucosidasewert 1,2) in etwa 100 Teilen Wasser 
wurde z. T. mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt (ungeschidigtes 
Ferment), z. T. mit dem gleichen Volumen einer etwa 1°/,igen Formalin- 
lésung (durch Verdiinnen aus etwa 35°/,igem, D. A. B. 6 hergestellt) versetzt 
und verschieden lang (24, 36, 61 Stunden) bei Zimmertemperatur bis zur 
Wirksamkeitspriifung aufbewabrt. 






































Zeit ¢ Drehung ae Ver- 
Substrat in Min. | nach 2 | “ertigkeit | jattnis 
I. Spaltung mit ungeschidigtem Ferment. 
Methy]l-§-d-glucosid . . . 50 — 0,22 0,034 1,1 
Phenol-$-d-glucosid .. . 10 — 0,63 0,30 10 
Phenol-f-d-galaktosid . . 60 — 0,31 0,041 1,4 
II. Spaltung mit dem gleichen ungeschidigten Ferment 
nach 2tigigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur. 
Methyl-§-d-glucosid .. . 60 — 0,21 0,031 1,1 
Phenol-§-d-glucosid .. . 10 — 0,66 0,27 10 
Phenol-f-d-galaktosid . . 60 — 0,32 0,040 1,5 
III. Spaltung mit 36 Stunden lang geschidigtem Ferment. 
Methyl-§-d-glucosid .. . 900 — 0,19 0,0024 1,2 
Phenol-f-d-glucosid . . . 180 — 0,57 0,020 10 
Phenol-§-d-galaktosid . . 480 — 0,27 0,0061 3 
IV. Spaltung mit 61 Stunden lang geschiidigtem Ferment. 
Methyl-8-d-glucosid . . . 1470 — 0,22 0,0012 | 1,8 
Phenol-8-d-glucosid .. . 180 — 0,81 0,0067 | 10 
Phenol-§-d-galaktosid . . 330 | — 0,38 0,0053 | 7,9 


a 
i” 
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Wie aus der letzten Spalte hervorgeht, bleibt das Wertigkeits. 
verhiltnis zwischen den beiden #-d-Glucosiden so gut wie kon. 
stant. Dagegen fndert es sich zwischen Glucosid einerseits und 
Galaktosid andererseits ganz erheblich. Die Schidigung der gluco. 
sidatischen Wirkung ist erheblich grifer als die der f-galakto- 
sidatischen Wirkung. 

Dies ist ein Fall, wo bei quantitativer Untersuchung die 
Wirksamkeit des SiiBmandelemulsins gegen #-d-Glucoside uni 
f-d-Galaktoside nicht parallel gehen, sondern verschieden sind. 
Man kann dies als einen Beweis deuten dafiir, daB im Emulsiy 
aus siifen Mandeln zwei verschiedene Fermente, eine 8-d-Gluco- 
sidase und eine f-d-Galaktosidase vorhanden sind, im Gegensat: 
zu den bisherigen Versuchsergebnissen, die ein Ferment fiir beide 
Substrate zulieBen.?) 


Zwingend ist aber dieser Schlu8 nicht. Denn die durch da: | i 
Formalin hervorgerufenen Anderungen kénnen auch an einen F 
Ferment so sein, daB gegeniiber verschiedenen Praparaten cin d 
verschiedener Verlauf der Schidigung sich ergibt. , 

Literatur. 
1. Vgl. besonders Euler u. Svanberg, Fermentforschung 4, 29 (1920). : s 


2. B. Helferich, H. Heyne u. R. Gootz, Diese Z. 214, 139 (1933). 


Bei der Beschaffung der Emulsinpriparate haben uns Herr 5 
Schmitz-Hillebrecht und Fraulein StraBburger dankens- | 1 
werterweise unterstiitzt. Weiter danken wir fiir Unterstiitzung der b 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 

Ganz besonders danken wir der Rockefeller Foundation fiir dic 
erhebliche Hilfe, die sie fiir alle diese Untersuchungen gewihrt hat. 











Uber Cytochrom c. 
Von 

Karl Zeile und Fritz Reuter. 

Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. September 1933.) 


A. Konfigurationsbestimmung des Cytochromporphyrins. 


Die bisher mitgeteilten synthetischen Versuche?) iiber die 
Konstitution des Cytochroms ¢ gingen von der Vorstellung aus, 
da in diesem eine feste chemische Verbindung von einem nach 
dem Protoporphyrintypus gebauten Grundporphyrin mit einem 
stickstoffhaltigen Bestandteil der Zellsubstanz vorliege. Diese Vor- 
stellung fuBte u. a. auf den Beobachtungen von Hill und Keilin?), 
die beim tiefgreifenden Abbau von Cytochrompriparaten mit 
Bromwasserstoff—Kisessig spektroskopisch ein Porphyrin vom Typus 
des Himatoporphyrins nachwiesen, bei schonendem Abbau aber die 
Lisung eines Porphyrins erhielten, das sich durch die Lage seines 
sauren Absorptionsspektrums (zwischen Proto- und Himatopor- 
phyrin) sowie seinen hydrophilen Charakter von allen anderen 
vekannten Porphyrinen deutlich unterschied. Bei diesem, als Por- 
phyrin e bezeichneten Porphyrin, muBte also noch eine Komponente, 
die fiir die besonderen Eigenschaften verantwortlich zu machen 
ist, an das Grundporphyrin angegliedert sein und es gelang das 
Verkniipfungsprinzip in synthetisch gebauten Modellen als Addition 
von Stickstoffkomplexen an ungesiittigte Porphyrinseitenketten 
veitgehend zu reproduzieren.') Als Porphyrinkomponente diente 
dabei das natiirliche Protoporphyrin, obwohl die Konfiguration 
des Grundporphyrins im Cytochrom ¢ im einzelnen noch nicht 
vekannt war. Die spektroskopischen Beobachtungen von Hill und 
Keilin?) ordneten das Grundporphyrin dem Himatotypus zu, der 
endgiiltige Konstitutionsbeweis war aber nur durch Krystallisation 
und Identifizierung mit bekanntem Porphyrinmaterial zu erbringen. 


) Diese Z. 207, 35 (1932); 218, 52 (1933). 
*) Proc. Roy. Soe. B. 107, 286 (1930). 








Karl Zeile und Fritz Reuter, 


1. Gewinnung des Ausgangsmaterials. 


Die verhialtnismaBig groBen Mengen Ausgangsmaterial, dic 
dazu und zu weiteren Versuchen notwendig waren, hat der eine 
von uns (Z.) nach einem, den 6rtlichen Verhiltnissen angepaBten 
Verfahren hergestellt. Es waren zahlreiche Versuche unternommer 
worden aus einheimischen Branntwein- und Bierhefen Cytochron ; 
abzuscheiden, jedoch ohne befriedigendes Ergebnis. Die Abtrennung 
nach Keilin und Hill’) mit SO, gelang nicht oder nur in sehr 
unreinem Zustand; auch andere Methoden, deren Wiedergabe sich 
hier eriibrigt, fiihrten nicht zum Ziel. Es war nétig auf Deliter 
Hefe zuriickzugreifen, trotz der ungleich gréBeren Schwierigkeiten 
bei ihrer Beschaffung. Die Hefe (Koningsgist der Nederland’ schen 
Gist- en Spiritusfabriek) wurde in der Regel in 12 kg-Quantitiiten 
am Nachmittag in Delft aufgeliefert und am nachsten Vormittag 
in Miinchen verarbeitet. Die ersten Phasen des Arbeitsganges 
bis zur Gewinnung des Sulfitextraktes sind identisch mit den you 
Keilin und Hill’) beschriebenen; da aber auch hier die Fallung mit 
SO, nicht befriedigend verlief — vielleicht waren die Bedingungen, 
denen die Hefe bis zur Verarbeitung ausgesetzt war, andere als 
in Keilins Versuchen — wurde eine andere Methode angewanit: 

Die Extrakte (4,5 Liter aus 12 kg Frischhefe)*) werden nach 
eintagigem Stehen an einem kiihlen Ort mit 225 ccm Eisessig 
auf 5°), Essigsiiuregehalt gebracht (p,, ermittelt mit dem Folien- 
kolorimeter, etwa 3,8) und unter Zugabe von sehr wenig Hydro- 
sulfit mit 90 g salzsiiuregereinigtem Kaolin, der zu einem steifen 
Brei angeriihrt ist, unter Umriihren versetzt. Unter méglichster 
Vermeidung von Luftoxydation wird durch eine diinne Kieselgur- 
schicht klar filtriert und das Filtrat, dem nochmals wenig Hydro- 
sulfit zugesetzt wird, 3 Tage villig luftdicht verschlossen stehex 
gelassen. Das reduzierte Cytochrom bleibt in Lisung, ungefarbtes 
EiweiB fallt aus. Man filtriert klar (Zusatz von wenig Hydro- 
sulfit), schiittelt das Filtrat mit Luft und laBt 2 Tage unter 
hiutigem Umschiitteln offen stehen. Dabei fallt ein brauner Boden- 
satz, der abzentrifugiert wird; er wird auf der Nutsche mit Wasser 
ausgewaschen und mit Aceton getrocknet. Aus 12 kg Hefe etwa 
1 g acetontrockenes, kirniges Produkt. Spektrophotometrischer 
Vergleich gegen Mesoesterpyridinhimochromogen (siehe unten, Ab- 


3) Proc. Roy. Soe. B. 106, 418 (1930). 

*) Der im Extrakt spektrophotometrisch ermittelte Cytochromhimin- 
gehalt entspricht etwa 3 mg pro Kilogramm Frischhefe, aus einheimischen 
Hefen etwa 1 mg. 
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schnitt B, 6) ergab durchwegs einen auf Protohiimin umgerechneten 
Himingehalt von etwa 1,3°/,. 

Bei Versuchen, die in den Wintermonaten 1933 ausgefiihrt wurden, 
waren die Ergebnisse durchaus gleichmaBig, weniger bei Ansiitzen, die im 
Juli dieses Jahres verarbeitet wurden; hier war oft die Tendenz zur Fiallung 
geringer. Schuld an dem abweichenden Verhalten diirften die hiufig recht 
hohen Sonnentemperaturen haben, denen die Hefe wihrend des Transportes 
ausgesetzt war. 


2. Isolierung von Mesoporphyrindimethylester IX 
aus Cytochrom c. 

Die Festlegung der Konfiguration der Porphyrinkomponente 
zielte auf die Gewinnung des Mesoporphyrintypus ab, der als 
Ester zur Identifizierung durch Mischschmelzpunkt besonders ge- 
eignet erschien. Mesoporphyrin ist bekanntlich durch Jodwasser- 
stofi—Kisessigreduktion aus Himatoporphyrin, das bei der Brom- 
wasserstoffi—Hisessigbehandlung von Cytochrom erwartet wurde, auch 
in klemen Mengen zuginglich.*) 

Zur Isolierung der Porphyrinkomponente standen etwa 3 g 
eines auf die eben beschriebene Weise gewonnenen Rohpriparates 
zur Verfiigung. Die genaue Menge laBt sich nicht angeben, da | 
darunter auch einige Proben und Reste, die aus anderen Versuchen 
stammten, sich befanden und deren Himingehalt nicht bekannt war. 

Die Gesamtmenge des Rohcytochroms wurde, auf mehrere 
Ampullen verteilt, mit etwa 60 ccm Eisessig—Bromwasserstoff ein- 
geschmolzen, griindlich durchgeschiittelt und iiber Nacht stehen 
gelassen, Nach dem KingieSen der porphyrinhaltigen Lésung in 
die 5fache Menge Wasser wurde mit Ather ausgeschiittelt, woh 
eine intensive Gelbfiirbung des Athers auftrat; “der Ather wurde 
verworfen. Unter Zusatz von Natriumacetat und soviel Eisessig, 
daf keine Emulsionen auftraten, wurde das Porphyrin mit Ather 
erschépfend ausgeschiittelt; zuriick blieben braune Flocken und 
etwas in der waBrigen Phase gelistes Porphyrin. Die atherische 
Lisung wurde mit Wasser gewaschen, wobei Spuren wasserlésliches 
Porphyrin entfernt wurden, dann mit 0,1°/,iger HCl erschépfend 
extrahiert (Himatofraktion)*). Das Porphyrin der 0,1°/,-Fraktion 
zeigt das spektrale Verhalten des natiirlichen Haimatoporphyrins, 
nach H,O-Abspaltung im Hochvakuum das des Protoporphyrins. 
Der Restiither wurde mit 5°/,igem HCl erschiépfend extrahiert; 





‘) H. Fischer u. F. Kégl, Diese Z. 188, 262 (1924). 
*) Hill u. Keilin*) haben in dieser Phase mit 3n-HCl ausgeschiittelt, 
mit der keine Fraktionierung méglich ist. 
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er enthielt noch etwa 3 mg eines Porphyringemisches von noch 
unbekannter Zusammensetzung, dessen Aufklarung noch mehy 
Material erfordern wird. In der Hamatofraktion befand sich eine 
Porphyrinmenge, die, spektrometrisch bestimmt, etwa 12 mg Meso- 
porphyrinester entsprach, d. h. umgerechnet auf den Hamingehalt 
der eingesetzten Cytochrommenge etwa 35°/, der Theorie. Mit 
NaOH wurde das Porphyrin in Ather getrieben und daraus mit 

wenigen ccm 3°/,iger HCl extrahiert. Im Exsiccator iiber Kal} 
eingeengt, schieden sich die charakteristischen Nadeln des Hamato- 
porphyrinchlorhydrats ab, beim vélligen Eindunsten einer Probe 
auf dem Objekttriger war alles durchkrystallisiert. Die gesamte 
Porphyrinmenge wurde wieder mit NaOH in Ather iibergefiilrt 
und der Ather im Reagenzglas abgedunstet, wobei sich freies 
Himatoporphyrin krystallisiert abschied. Die Reduktion zu Meso- 
porphyrin geschah nach der Methode von H. Fischer und F. Kég1* 
nach vorheriger Priifung der Ausbeuteverhiltnisse bei Anwendung 
einiger Versuchsvarianten, deren Ergebnis aus Tab. 1 hervorgeht. 
Die optimale Ausbeute aus Himatoporphyrin wird demnach 
erhalten mit phosphoniumjodidentfirbtem HJ-Eisessig und kur- 
zem Aufkochen. Das Reduktionsprodukt ist praktisch frei von 
Hamatoporphyrin. 

Tabelle 1. 








10 mg oAinstencntiaiin., bzw. Hiimin + 1 ecm HJ-Eisessig- Ansbe ute 
mischung (7,5 cem Eg.+1 cem Jodwasserstofisiure, s = 1,96) in °%, 








Hamatoporphyrin | HJ-Eg. mit Phosphoniumjodid entfirbt, 





kurz aufgekocht . . etwa 50 
nicht entfirbt, kurz autgekocht ‘a 40) 
entfirbt, 1 Minute gekocht . . 25 
So eee HJ-Eg. nicht entfirbt, 1 Minute gekocht 50 


Im Hauptversuch mit dem Porphyrin aus Cytochrom wurden 
mit 6,4 mg spektrophotometrisch bestimmtem Porphyrin 53°), 
Ausbeute an Mesoporphyrin erreicht. Aus dem Reaktionsgemisch 
wurde das Porphyrin mit Natriumacetat in Ather getrieben, mit 
2°/ iger HCl fraktioniert und mit NaOH abermals in Ather 
getrieben; nach dem Verdampfen des Athers, wobei sich Meso- 
porphyrin in gut krystallisiertem Zustand abschied, wurde mit 
methylalkoholischer HCl verestert. Nach dem Verjagen des Methy!- 
alkohols wurde der Ester iiber Chloroform in Ather gebracht, 
mit 5°/,iger HCl daraus extrahiert und mit verdiinnter NaOH 
in frischen Ather zuriickgetrieben, wobei Spuren unveresterten 
Materials entfernt wurden. Nach dem Eindunsten des Athers im 
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Reagenzglas krystallisierte der Ester in schén ausgebildeten Nadeln 
aus, von denen nach einigem Stehen 3,5 mg abgesaugt wurden. 
Die Mutterlauge wurde eingeengt, der Riickstand mit Pyridin— 
Methylalkohol zum Krystallisieren gestellt, wobei noch etwa 1 mg 
gewonnen wurde. Schmelzpunkt des ersten Krystallisates 215,5°; 
Schmelzpunkt eines reinsten Vergleichspriiparates von Mesopor- 
phyrinester LX aus Bluthimin (gereinigt fiir colorimetrische Bestim- 
mungen) 216°; Mischschmelzp. 215,5°.*) Damit ist die Identitat 
mit dem Mesoporphyrinester aus Blutfarbstoff bewiesen: in Cyto- 
chrom ¢ liegt also als Derivat des Atioporphyrins III 
ein Porphinkern vor mit derselben Seitenkettenanord- 
nung wie im natiirlichen Blutfarbstoff. 

Damit ist ein weiteres Beispiel erbracht fiir den Dualismus 
der Porphyrine in einer Zellart, denn friiher wurde von H. Fischer’) 
aus Hefe Koproporphyrin I krystallisiert abgeschieden. 

Auch fiir das von H. Fischer und Schwerdtel®) aus Hefe 
krystallisiert erhaltene Zellhimin wird die Konfiguration III durch 
den Befund am Cytochrom gestiitzt, besonders dann, wenn man 
es als Vorstufe zum Cytochrom betrachtet.’) Immerhin ist zu 
bemerken, daB das freie Zellhimin insofern unabhiingig vom 
Cytochrom zu betrachten ist, als bei der Cytochromextraktion mit 
Sulfitlisung das freie Hiimin in den Zellresten bleibt, bei der Kon- 
figurationsbestimmung des Cytochroms also nicht mit erfaBt wird. 


B. Uber den Bau des Cytochrom c-Molekiils. 
1. Problemstellung. 

Wie eingangs erwihnt, mu’ im Cytochrom c an das Grund- 
porphyrin ein Komplex angegliedert sein, der in dem bei der 
schonenden Enteisenung erhaltenen Porphyrin c im wesentlichen 
noch vorhanden ist und ihm die hydrophilen Kigenschaften ver- 
leiht. Andererseits ist das intakte Cytochrom c auf Grund des 


’) H. Fischer u. Schneller, Diese Z. 135, 253 (1924); H. Fischer 
|. Hilger, Diese Z. 188, 49, 288, 298 (1924); H. Fischer u. Fink, Diese 
Z. 144, 102 (1925): 150, 244 (1925). 

*) Diese Z. 175, 248 (1928). 

. D. Keilin, Proc. Roy. Soc. B. 100, 129 (1926). — C. R. Soe. Biol. 
Réunion pléniére 1927 b. Nach dem Ergebnis unserer synthetischen Ver- 
suche (a. a. O.) muB der Mechanismus des Ubergangs Himin —»> Cytochrom ¢ 
allerdings ein anderer sein, als er von Keilin auf Grund seiner Beob- 
achtungen bei der alternierenden Reduktion und Oxydation von Himin 
gedeutet wird. Darauf wurde bereits in der 1. Mitteilung (Diese Z. 207, 
59) [1932]) hingewiesen. 

*) Korrigierte Schmelzpunktsangaben. 
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typischen Spektralbefundes als ein Parahimatin—Hamochromogen- 
system zu betrachten, in dem, wie ganz allgemein in solchey 
Systemen, nach Anson und Mirsky‘), mit dem Fe-Atom eine 
N-Base im Dissoziationsgleichgewicht stehen mu8. Daraus ergil); 
sich zwangsliufig die durch Fig. 1 schematisch ausgedriickte Vor- 
stellung vom Bau des Cytochrom c-Molekiils: 








T bedeutet den an das Grundporphyrin P (Proto- bzw, 
Himatoporphyrin) angebauten Komplex (Triger), wobei zuniichst 
offenzulassen ist, ob nach den bei der Darstellung  synthe- 
tischer Addukte beobachteten Méglichkeiten die Verkniipfung an 
einer oder zwei Stellen vorliegt; H bedeutet die parahimatin- 
bzw. himochromogenbildende N-Base. Nach priparativen Ver- 
suchen®) sind Parahimatine bzw. Hiimochromogene dissoziable 
Additionsverbindungen von 1 Mol Hiimatin bzw. Him mit 2 Mol 
| N-Base, nach Anson und Mirsky?” vielleicht jedoch nur mit 1 Mol. 
Auf diese Frage wird an anderer Stelle demnichst eingegangen 
werden; sie ist indes fiir die schematische Betrachtungsweise 
in diesem Zusammenhang von untergeordneter Bedeutung; wichtig 
ist nur die Voraussetzung, die nach unseren vorlaufig hier mit- 
geteilten Beobachtungen erfiillt ist, daB die Affinitat von H zum 
Porphyrin—Eisen gro8 ist. Die Summe aus T+P (ohne Fe) ent- 
spriiche in der Figur dem Porphyrin c. 

Von wesentlicher Bedeutung hinsichtlich der bei der Reinigung 
und weiteren Konstitutionserforschung anzuwendenden Methoden 
ist die Kenntnis der GréBe des gesamten Cytochrom c-Komplexes. 
Sind JT und H im Verhiltnis zum Porphinkern klein, so werden 
die Methoden der Porphyrinchemie mehr in den Vordergrund 
treten; handelt es sich aber im ganzen um ein hochmolekulares 

‘) J. of Phys. 60, 50, 161 (1925). 

*) R. v. Zeynek, Diese Z. 70, 224 (1910). — H. Fischer, A. Treibs 
u. K. Zeile, Diese Z. 193, 138 (1930). — W. Langenbeck, Ber. 65, 842 
(1932). — K, Zeile, Diese Z. 218, 52 (1933). 
1°) J. gen. Phys. 12, 581 (1929). 
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Gebilde, so werden vor allem die in der Enzym- bzw. EHiweib- 
chemie gebrauchten Methoden zu beriicksichtigen sein. Der Analyse 
der chemischen Struktur sind in diesem Falle grundsiitzlich die- 
selben Grenzen gesetzt, wie heute noch ganz allgemein bei den 
EiweiBkérpern; durch die schwierige Zuginglichkeit des Cyto- 
chroms in gréBeren Mengen diirften sie eine weitere Beschrinkung 
erfahren, so daB die Charakterisierung im wesentlichen mit physi- 
kalisch-chemischen Methoden durchzufiihren sein wird. 


9. Diffusionskonstanten und TeilchengréBe von Hiimin 
und Porphyrinen. 


Von den zur Ermittlung der MolekiilgréBe zur Verfiigung 
stehenden Methoden kam zunichst fiir das nicht rein vorliegende 
Cytochrom c nur eine Diffusionsmethode in Betracht.!! 2) Wir iiber- 
zeugten uns jedoch rasch davon, daB auch sie nicht eine Ent- 
scheidung iiber die GréBe der im Cytochrom c mit dem Himin 
verkniipften Komplexe bringen kann, da schon gewoéhnliches Blut- 
himin, das in Pyridinlésung das nach der Analyse errechnete 
einfache Molgewicht (651) zeigt?*), in wiBrigem Milieu auBer- 
ordentlich hoch assoziiert ist, so daB Diffusionskonstanten von 
der GréBenordnung der Hochmolekularen gemessen werden. Aus 
den in der Tab. 2 aufgefiihrten Diffusionskonstanten errechnet sich 
unter Bezugnahme auf Himoglobin (Mol.-Gew. 68000) ein Teilchen- 
gewicht fiir Himin in m/15 sec. Na-Phosphat von etwa 50000. 
Diese Umrechnung ist nach einer aus den Beziehungen zwischen 
Molekulargewicht und Diffusionskoeffizienten!}) abgeleiteten Niahe- 
rungsformel unter Zugrundelegung der Einsteinschen Formel 





ausgefiihrt: i e 
Dien _ Ving 

D Se 

2° "2 Vm, 


D=Diffusionskoeffizient, m = Molgewicht, 7 =innere Reibung des Dispersions- 
mittels. Voraussetzung: gleiche Temperatur fiir D, gleiche spezifische Gewichte 
der Substanzen, Kugelform der Teilchen. 


Da in diesem Zusammenhang auch das Molgewicht der Por- 
phyrine in wiBrigem Medium von allgemeinem Interesse ist, sind 
im folgenden einige Daten hieriiber mitgeteilt. Von einer Bestim- 
mung der Diffusionsgeschwindigkeit des Protoporphyrins, das wir 


") J. H. Northrop u. M. L. Anson, J. gen. Phys. 12, 543 (1929). 
”) K. Zeile, Biochem. Z. 258, 347 (1933). 
*) H. Fischer u. A. Hahn, Ber. chem. Ges. 46, 2460 (1913). 
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in m/15-K,HPO, in Lésung brachten, muften wir Abstand nehmen, 
da die nach dem Filtrieren durch ein Schott-G,-Filter in de 
Durchsicht zwar klare, im auffallenden Licht schwach opalisierende 
Lésung die Membran wahrend der Diffusion verstopfte und jenscits 
der Membran eine nicht wegdiffundierende Schicht bildete. Sicher 
ist aber das Porphyrin in noch weit héherem Grade assoziiert 
als das Haimin, was, abgesehen vom Verhalten bei der Diffusion, 
schon aus dem schwierigen Durchtritt der viscosen Lésung durch 
die Membran beim Aufsaugen zu erkennen war. 

Dagegen zeigten Himatoporphyrin und das in der letzten 
Mitteilung beschriebene Pyridin—Protoporphyrinaddukt in n-H(!. 
Lésung Diffusionsgeschwindigkeiten, die durchaus fiir den mono- 
molekularen Zustand sprechen. Eine Beziehung zwischen Mole- 
kulargewicht und Diffusionsgeschwindigkeit besteht allerdings nicht, 
denn Himatoporphyrin mit niedrigerem Molekulargewicht (Dichlor- 
hydrat 671) als das Pyridinaddukt (Trichlorhydrat 769) diffundiert 
langsamer als letzteres. Doch scheint diese Anomalie auf Grund 
des verschiedenen elektrochemischen Charakters der Porphyrine 
durchaus verstindlich. 


Wollte man nach der oben mitgeteilten Formel unter Bezug- 
nahme auf Hiamoglobin das Molgewicht der beiden Porphyrine 
errechnen, so kame man fiir Hamatoporphyrin auf etwa 1230, 
fiir das Pyridinaddukt auf 940. Nun ist fiir derartig verschiedene 
Substanzen wie Hamoglobin und Porphyrinchlorhydrat die An- 
wendung der Formel sicher nicht erlaubt: eine einfache Uber- 
legung zeigt indes, da fiir nicht kugelférmige Teilchen, wie wir 
die Porphyrine zweifellos betrachten miissen, die errechneten Mol- 
gewichte zu hoch ausfallen miissen, die wirklichen also dem ein- 
fachen Molgewichtswert nahekommen diirften. 

Die in den Diffusionsversuchen angewandte Methodik war in allen 
Einzelheiten die friiher beschriebene.’?) Membrankonstante, die durch Eichung 
éfter kontrolliert wurde, 0.0675; Temperatur 0°. Himinversuch: Vorgelegte 


Tabelle 2. 
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Hiimoglobin . ..... . . 0,0357 
ee 
Pyridinprotoporphyrinaddukt . 0,1490 


Himatoporphyrin .. . . . . 0,1360 
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Haminkonzentration 0,76°/,; m/15-Na,HPO,; Entnahme in etwa 5 Stunden- 
Intervallen, Colorimetrie im Leitz-Colorimeter mit Filter Nr. 8. Porphyrin- 
yersuche: Vorgelegte Porphyrinkonzentration etwa 0,66 °/,, n-HCl; Entnahme 
in etwa 75 Minuten-Intervallen, Colorimetrie mit Filter Nr. 7. 


3. Uber die GréBe des Cytochrom c-Systems. 


Kine Méglichkeit zur Abgrenzung des Cytochrom c-Systems, 
die durch eine Molekulargewichtsbestimmung nicht gegeben war, 
lieB sich aus dem je nach dem Oxydationszustand verschiedenen 
Adsorptionsverhalten des Cytochroms entwickeln. Aus dem 5°/,- 
essigsauren Sulfitextrakt, wie er bei der priiparativen Darstellung 
des Cytochroms gewonnen wird (Abschnitt A, 1), laBt sich, solange 
es in reduziertem Zustand vorliegt, das Cytochrom nur in geringem 
AusmaB an Kaolin adsorbieren. Wird aber das Cytochrom mit 
Luft oxydiert, was in dem sauren Milieu durch Umschiitteln ohne 
weiteres méglich ist, so zeigt es eine groBe Tendenz zur Kaolin- 
adsorption. Wesentlich ist, daB dabei das Reaktionsmilieu, sowie 
die Menge des Adsorbens in beiden Fiillen dieselben sind. EHigen- 
artigerweise verschwindet diese Abhaingigkeit der Adsorbierbarkeit 
des Cytochroms c von seinem Oxydationszustand, sobald es aus 
dem Rohextrakt abgeschieden worden ist. Offenbar ist im Extrakt 
ein System von Begleitstoffen enthalten, die, solange es reduziert 
ist, das Cytochrome durch ihre Affinititsbeanspruchung in Lisung 
halten. 

Ks muBte also méglich sein in einer solchen Cytochromlésung, 
wo das Pigment noch zusammen mit Begleitstoffen vorliegt, einmal 
die Menge adsorbierbarer Begleitstoffe festzustellen, dadurch, daf 
eine Adsorption in der reduzierten Liésung, in der das Cytochrom 
nicht adsorbiert wird, ausgefiihrt wird, wihrend in einer Parallel- 
probe, in der das Cytochrom durch Luftoxydation in adsorbier- 
bare Form gebracht worden ist, die Gesamtmenge von Cytochrom 
+ Begleitstoff zu ermitteln ist. Die Cytochrommenge ergibt sich 
als Differenz aus beiden Versuchen, die in ihr enthaltene Himin- 
menge ist leicht spektrophotometrisch festzustellen; aus dem Himin- 
gehalt liBt sich auf einfache Weise das kleinste Molgewicht des 
Cytochroms errechnen. 

Aus praktischen Griinden wurde nicht das Gewicht der Kaolin- 
adsorbate verglichen, sondern die Gewichte der acetontrockenen 
Fillungen, die in alkalischen Eluaten der Adsorbate durch Sauerpuffe- 
rung bzw. mit Sulfosalicylsiiure erzeugt wurden. Zweifellos wird auf 
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diese Weise nicht die Gesamtmenge des Adsorbierten erfaBt, denn 
die Elution aus dem Kaolin ist keineswegs eine vollstandige; da 
jedoch alle Operationen unter genau denselben Bedingungen aus. 
gefiihrt wurden, sind die Werte, bei denen es auf die Bestimmung 
einer Gewichtsdifferenz ankommt, untereinander vergleichbar. Die 
geringe Cytochrommenge, die auch aus den reduzierten Lésungen 
adsorbiert wird und in den Eluaten zum Teil zum Vorschein 
kommt (vgl. Versuch II und III), lift sich, wie Tab.3 zeigt, leicht 
rechnerisch eliminieren. 

Tatsaichlich ergab sich auf diese Weise bei Adsorptionsver- 
suchen, die in vorgereinigten Cytochromextrakten ausgefiihrt wurden, 
ein konstantes Verhialtnis zwischen dem Cytochromgewicht und der 
darin enthaltenen Himinmenge, entsprechend einem Hamingehalt 
von 3,5°/, im Mittel. Daraus ergibt sich als Molgewicht der 
kleinsten Einheit des Cytochroms c ein Wert von 18700. Damit 
ist einmal zweifelsfrei festgestellt, dai das Cytochrom c ein 
hochmolekulares Gebilde darstellt, also durchaus der schon yon 
Mac Munn") geaiuferten Ansicht, dai die Histohamatine gefirbte 
Proteide seien, entspricht; weiterhin ist auch gezeigt, wo die 
Grenze der Reinigung des Cytochroms c mit physikalischen 
Methoden liegt. Selbstverstiindlich ist damit nicht die Méglichkeit 
von der Hand gewiesen, daB durch tiefergehende Eingriffe, wie 
z. B. enzymatischen Abbau, das System ohne Schadigung seiner 
katalytischen Funktion noch verkleinert werden kénnte. Da aber 
andererseits die Ermittlung der Molgréfe durch die Adsorptions- 
methodik auf einer Anderung von Eigenschaften beruht, die in 
dem gegebenen Reaktionsmilieu ausschlieBlich vom Wertigkeits- 
zustand des Cytochromeisens beeinflubt werden, kann mit der 
Methodik nur solche Zellsubstanz erfaBt werden, die mit dem Cyto- 
chromeisen bzw. -himin in engerer Bindung steht und die deshalb 
als zum Cytochromsystem gehérig zu betrachten ist. 

Eine Differenzierung zwischen T und H (Fig. 1), sowie auch 
hinsichtlich ihres Baues im einzelnen, ist vorliufig noch nicht 
miglich; angesichts des hochmolekularen Charakters ist aber auch 
mit der Méglichkeit zu rechnen, daf ein einziger an das Porphyrin 
verankerter Triiger gleichzeitig die Rolle der himochromogen- 
bildenden Base iibernimmt. 

Bei der Durchfitthrung der Versuche gingen wir jeweils von 
einer gréBeren Menge (1—2 Liter) essigsauren, mit Hydrosulitt 





14) Phil. Trans. Roy. Soc. 177, 267 (1887); J. of Physiol. 8, 57 (188%). 
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reduziert gehaltenen Extraktes aus, in der mehrmals hintereinander 
an die, auf das Volumen bezogen, gleiche Menge salzsiuregereinigten 
Kaolins (pro Liter 20g Paste = 12,6 g Trockenkaolin, zu diinnem 
Brei angeriihrt) adsorbiert wurde. Vor jeder Adsorption wurde 
eine entsprechende Menge Lésung abgezweigt, mit Luft bis zum 
Verschwinden der Cytochrombanden geschiittelt und ebenfalls 
mit der entsprechenden Menge Kaolin behandelt. Die Adsorbate 
worden nach kurzem Umschwenken zwecks volliger Verteilung des 
Kaolins auf gehirtetem Filter abfiltriert, mit Wasser erschépfend 
ausgewaschen und nach quantitativer Entfernung aus der Nutsche 
setrocknet. Durchwegs waren die Adsorbate aus den oxydierten 
Liésungen braunlich gefarbt, die Restlésungen fast cytochromfrei, 
die Adsorbate aus den reduzierten Lésungen dagegen farblos, die 
Restlésungen stark cytochromhaltig. 


In einer ersten Versuchsreihe wurde die Abnahme des Cytochrom- 
gehaltes in der Restlésung nach den reduzierten Adsorptionen spektro- 
photometrisch verfolgt und eine Verringerung auf 90 > 76,5 > 75 > 70 > 
63,5 > 50°/, festgestellt. Die einer Extraktmenge von 125 ccm entsprechende 
Adsorbatmenge aus jeder Adsorptionsstufe wurde mit 10 cem n/10-NaOQH 
eluiert (angeteigt mit 5 ccm, auf dem Filter nachgewaschen mit 5 ccm) und 
mit 7cem Alkohol nachgewaschen. Das Gesamtfiltrat wurde in gewogenen 
Reagenzgliisern aufgefangen, in denen spiter die Fillung vorgenommen 
wurde. Die Elutionen der reduzierten Adsorbate waren praktisch cyto- 
chromfrei, die der oxydierten tiefrotbraun gefirbt. Durch Zugabe von 
icem mol. Citratpuffer, py 3,5 + 1 ccm n-HCl sowie etwas Chloroform und 
kriftiges Umschiitteln wurden die Eluate gefillt. Am nichsten Tage 
wurde in den Reagenzglisern abzentrifugiert, mit 0,5 cem 0,5°/, iger Essig- 
siure und 2mal mit Aceton auf der Zentrifuge gewaschen und nach zwei- 
tigigem Stehen im Exsiccator zuriickgewogen. Die Fiallungen wurden nun 
mit 2,5 eem 0,2°/, iger NaOH in Lésung gebracht und nach dem Verdiinnen 
auf 10 cem ihr Himingehalt durch spektrophotometrischen Vergleich des mit 
Hydrosulfit erzeugten Himochromogenspektrums mit Mesoesterhimochro- 
mogen bestimmt. Das Ergebnis der Versuchsreihe ist in Tab. 3 (I) zu- 
sammengestellt. Daraus geht hervor, dab die ersten Cytochromadsorptionen, 
die in dem noch sehr unreinen Extrakt vorgenommen wurden, offenbar noch 
Verunreinigungen mitgerissen haben, was in dem zu niedrigen Himingehalt 
zum Ausdruck kommt. Sie wurden bei der Berechnung des Mittels nicht 
beriicksichtigt. In weiteren Versuchsreihen [Tab. 3 (II u. II), in denen 
Adsorbatmengen, die 500 ccm Extrakt entsprachen, untersucht wurden, 
wurden die ersten 4 Adsorptionen verworfen. Die Elution wurde mit 
15 cem n/10-NaOQH vorgenommen, mit 5 cem Wasser nachgewaschen und 
mit 4cem 20°/,iger Sulfosalicylsiure gefiillt (im gewogenen Zentrifugierglas). 
Nach dem Stehen iiber Nacht wurde zentrifugiert, mit 4°/,iger Sulfosalicyl- 
sdure und 2mal mit Aceton gewaschen. Bei dieser Behandlung wird die 
Sulfosalicylsiure wieder praktisch entfernt; die Probe mit FeCl, ist negatiy. 
Wigung und Himinbestimmung wie oben. 
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Tabelle 3. 
a — Reduziert eee Oxydiert Hamingeh alt 
| ' | r / 
reine Nr. g | h g | h 1n io 
2 25,8 0 46,1 | 0,425 2,09 
| 3 15,0 0 30,6 | 0,425 2,72 
I. 4 142 | 0 32,8 | 0,495 2,69 
| 5 14,8 | 0 26,6 | 0,425 3.60 
6 104 | 0 26,2 | 0,569 3,59 
II 5 53,0 | 0,144 98,6 | 1,810 3.64 
7 25,0 | 0,150 60,8 | 1,350*) 3,30 
5 50,3 | 0,148 105,5 | 2,025 3,41 
Il 6 36,4 | 0,313 88,6 | 2,025 | 3,31 
™ | 41,9 | 9,415 | prittel: 3,48 














g bzw. g’ bedeutet das Gewicht der Fillungen in Milligramm, h bzw. / 
die spektrophotometrisch ermittelte Himinmenge (Protochlorhimin) in Milli. 
gramm. Der Hiimingehalt des Cytochroms in °/, errechnet sich zu: 
h’—h 
g-9 
6a unter III bedeutet eine Adsorption, die in der oxydierten, sehr 
cytochromarmen Restlésung von 5 vorgenommen wurde. Ihr g’-Wert 
korrespondiert mit g von 6. Unter Beriicksichtigung des Cytochromgehaltes 
von g (6) (= 9,0 mg) und g’ (6a) (= 11,8 mg), der sich aus dem jeweiligen 
Himingehalt (h,h’) ergibt, erhalt man aus g(6) 36,4 —9,0 = 27,4 mg und 
aus g’ (6a) 41,5— 11,8 = 29,7 mg als cytochromfreie Begleitstoffe. Aus der 
Ubereinstimmung der Werte sieht man, da8 ihre Menge unter den ein- 
gehaltenen Bedingungen weder vom Oxydationszustand des Extraktes, noch 
von seinem Cytochromgehalt abhangig ist. 


- 100. 


4, Reinigung des Cytochromsc. 


Die weitere Aufgabe war, das Cytochrom c, wie es aus den 
Sulfitextrakten mit 1,3°/, Hamingehalt erhalten wird, auf die in 
den Adsorptionsversuchen ermittelte Reinheitsgrenze mit 3,5"), 
anzureichern, Zunichst ergab sich, daB die 1,3°/,igen Rohpriiparate 
Begleitstoffe von verschiedenem elektrochemischen Verhalten ent- 
hielten, die durchaus das Lislichkeitsverhalten des Cytochroms 
bestimmen. Die schwach alkalische Liésung eines solchen Pri- 
parates (1,9 g in etwa 50 ccm) ergab beim stufenweisen Ansiiuer 
jeweils Fallungen von verschiedener Menge und verschiedenem 
Himingehalt. Das Ergebnis einer solchen p,,-Fraktionierung ist 


*) Bei der Sulfosalicylsiurefillung trat Porphyrinbildung ein, das 
spektrophotometrisch bestimmt und auf Himin umgerechnet in h’ beriick- 
sichtigt wurde. 
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in Fig. 2 dargestellt. Aus der sauren Restlésung lieBen sich mit 
Trichloressigsiure noch ungefirbte Begleitstoffe fillen. Ganz 
deutlich heben sich zwei Fraktionen heraus, die jeweils innerhalb 
eines verhiltnismaBig engen p,,-Bereiches ausfallen. Fraktion I 
zeigte einen Himingehalt von 1,95°/,, Fraktion II (p,, 4,72 bis 
4,20) von 1,78°/,. Eine zweite Fraktionierung von II zwischen 
Da 4,70 und 4,40 ergab ein Priparat mit 2,3°/, Himin. Es 
erwies sich nicht als gleichgiiltig, welche Anionen im Puffer- 
gemisch zugegen sind; Citratpuffer trennt nicht so scharf wie 
Phosphat. 


Zur Loésung in mdglichst wenig NaOH wurde nach Einleiten von 
CO,, wobei nur eine Triibung auftrat, etwas festes KH,PO, gegeben, wobei 
kriftige Fiallung erfolgte; nach dem Klarzentrifugieren wurde langsam unter 
Umriihren mit n-HCl versetzt und mehrmals die jeweils entstandene Fil- 
lung abzentrifugiert, mit Wasser und Aceton gewaschen, das pq der Rest- 
lésung elektrometrisch bestimmt. Das zur py-Fraktionierung verwendete 
Priparat wurde in den Wintermonaten 1933 hergestellt und lufttrocken 
auf bewahrt. Mit dem im Juli dieses Jahres hergestellten Priiparat hatten 
wir weniger gute Resultate. Eine zentrifugierbare Fallung nach Phosphat- 
zusatz trat nur auf, wenn das Priparat vorher getrocknet war, doch fiel 
auch hier die saure Hauptfraktion sehr unvollkommen aus. Vermutlich 
machen sich auch in diesem Fall die ungiinstigen Bedingungen geltend, 
die schon die Darstellung wihrend der Sommermonate beeintriichtigt haben. 
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Eine weitere Reinigung gelang durch Adsorption an Kaolin bzw. 
Kieselsiure. 30 mg des obenerwihnten 2 mal fraktionierten Priparates mit 
2,3°/, Himin wurde mit méglichst wenig NaOH in Lésung gebracht, die 
Lisung mit einem Phosphat-NaOH-Gemisch (100 cem m/10-Na,HPO, + 
12,5 cem n/10-NaOH, py etwa 10,8) auf 20 ccm verdiinnt und aus ihr mit 
1,5 g Kaolin das Cytochrom adsorbiert, wobei in der Restlésung ungefirbte 
Begleitstoffe zuriickblieben (Nachweis mit Trichloressigsiure). Nach dem 
Auswaschen des Kaolins mit Wasser wurde das Cytochrom mit n/10-NaOH 
eluiert, mit Sulfosalicylsiure gefillt, abzentrifugiert, mit Sulfosalicylsiure- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXI. 8 
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lésung und 2mal mit Aceton auf der Zentrifuge gewaschen. Nach dem 
Abfiltrieren etwa 15mg. Braunes Pulver vom Himingehalt 3,2°/,. 

Eine Probe des Priparates (etwa 50 mg), das wiahrend des Sommers 
dargestellt wurde und bei dem die p,-Fraktionierung nicht iiber 1,4°, 
Himin gefiihrt hatte, wurde, wie oben beschrieben, in Lésung gebracht, 
dann aber an die 8 fache Menge Kieselsiiure (trocken, Merck) adsorbiert, 
wobei etwa '/, des Cytochroms in Lésung blieb. Elution und Fillung wie 
oben. Nach dem Zentrifugieren und Waschen mit Sulfosalicylsdurelisung 
wurde nur wenig Aceton zugesetzt, wobei voéllige Lésung eintrat, und durch 
weitere vorsichtige Acetonzugabe nur ein Teil des Cytochroms wieder aus- 
gefallt. Die Fiallung wurde abzentrifugiert und mit Aceton gewaschen 
(2,3°/, Haimin), Die iiberstehende Fliissigkeit mit viel Aceton gefiilt, erga) 
ein Priparat (10 mg) vom Himingehalt 3,1°/,. 

Da wir in den Adsorptionsversuchen den Himingehalt des 
Cytochroms zu 3,5°/, ermittelt haben, kommen die oben be- 
schriebenen Priiparate bis auf 92°/, an den erreichbaren Grenz- 
wert der Reinheit heran. Es diirfte nur als eine Materialfrage 
zu betrachten sein, mehr von hochgereinigtem Cytochrom her- 
zustellen, Arbeiten, die selbstverstandlich im Gange sind. Bei 
Versuchen, Restpriiparate verschiedener Herkunft mittels p,,-Frak- 
tionierung und Adsorptionsmethoden zu reinigen, erreichten wir 
Himingehalte zwischen 2,3 und 2,8°/,. Die reinen Cytochrom- 
praparate mit iiber 3°/, Hamin sind aus miBig konzentrierten 
Liésungen, in denen wir sie untersuchen konnten, nicht melir 
fallbar durch Mineralsiuren im Gegensatz zu den von Keilin 
und uns beschriebenen 1,3°/,igen Priparaten. Sie werden nur bei 
langem Schiitteln in neutralem Milieu autoxydiert und reagieren 
nicht mit CO, erfiillen also die Kriterien, die fiir das intakte 
Cytochrom gelten. Wir hoffen bald iiber die weitere Charakte- 
risierung des Cytochroms c Mitteilung machen zu kénnen, wozu 
wir die Voraussetzung in der erreichbaren Hichstreinigung erblicken. 


5. Uber Diffusionskoeffizienten und Teilchengribe 
von Cytochrom c. 


Zuniichst hatten wir versucht mit dem durch p,,-Fraktionierung 
vorgereinigten Priiparat vom Hiimingehalt 2,3°/, in Diffusions- 
versuchen einen Anhaltspunkt iiber die TeilchengréBe bzw. das 
Molekulargewicht im physikalischen Sinne zu gewinnen. Die Ver- 
suche, deren Ergebnis in Tab. 4 wiedergegeben ist, zeigen eilé 
ausgesprochene Abhingigkeit des Diffusionskoeffizienten vom Pp, 
im Sinne einer zunehmenden TeilchenvergréBerung, je mehr sich 


das p, dem Fillungs-p,, (etwa 4,5) nihert. Diese Erscheinung 


ist als eine der Fallung vorausgehende Aggregation durchaus vel- 
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stiindlich. Es ist aber zu erwarten, daB mit einer weiteren 
Reinigung, mit der ja die Fallbarkeit verschwindet, auch die p,,-Ab- 
hingigkeit der Diffusionskonstante entsprechend weniger in Er- 
scheinung tritt. Weiterhin ist zu bemerken, dab infolge der an- 
wesenden Begleitstoffe, die die innere Reibung erhéhen, die beobach- 
teten Diffusionskoeffizienten etwas zu hoch sein werden. Jedenfalls 
ist aber zu ersehen, daB die Molekulargewichte, die durch Vergleich 
mit den Daten des Hiimoglobins nach der Formel im Abschnitt 2 
aus den Diffusionskoeffizienten errechnet werden, bedeutend gréBer 
sind als die aus dem Himingehalt bestimmte kleinste Kinheit (18 700). 
Die Verhiiltnisse liegen ganz ihnlich wie beim Hamoglobin, bei 
dem aus dem Hiamingehalt auf eine kleinste Einheit von etwa 
17000 zu schlieBen ist, wihrend das wirkliche Molekulargewicht 
den 4fachen Wert ausmacht. 


























Tabelle 4. 
Pu D Mol.-Gew. 
5,6 0,0256 185000 
7,0 0,0296 119000 
9,0 0,033 86500 


Die zur Diffusion vorgelegten Priparate waren in etwa 1°/, iger 
Lisung, Pufferung mit Phosphat m/30; K der Membran 0,0675; Entnahme 
von 4 Proben in 48 Stunden-Intervallen; Temperatur 0°: Cytochrom- 
bestimmung nach Hydrosulfitzusatz spektrophotometrisch (vgl. nichsten Ab- 
schnitt). 


6. Methodisches. 


Im folgenden soll kurz die spektrophotometrische Methode 
beschrieben werden, mit der die Cytochrom- bzw. Hiiminkonzen- 
trationen in der vorliegenden Untersuchung bestimmt wurden. 
Es stand uns ein Leitz-Colorimeter zur Verfiigung, in dem das 
Filterokular gegen ein passendes Spektroskop, das uns die 
Firma Leitz lieferte, auszuwechseln ist. Das Spektrum erscheint 
als geteiltes Band; sind die Trége mit der zu untersuchenden selektiv 
absorbierenden Substanz bzw. dem spektroskopisch identischen 
oder doch méglichst ahnlichen Vergleichsstandard gefiillt, so er- 
scheinen die Absorptionsbanden an derselben Stelle rechts und 
links von dem durch die Prismenkante erzeugten Trennungsstrich. 
Durch Variieren der Schichtdicke werden die Absorptionsbanden 
auf gleiche Intensitit abgeglichen, nachdem vorher die Hellig- 
keit der beiden Spektren durch den Kondensor abgeglichen worden 
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ist. ZweckmaBig wahlt man dieSchichtdicken so, daB die Absorptions- 
banden schwach sind, je selektiver die Absorption ist — hei Cyto- 
chrom c ist sie es in hohem MaB8e,. Ahnlich bei anderen Hamo- 
chromogenen — um so genauer und leichter laBt sich spektro- 
photometrieren. Bei der Messung von Cytochromspektren kommt 
man leicht auf dieselbe Genauigkeit wie beim Colorimetrierep, 
immerhin ist eine gewisse Ubung erforderlich. Beispielsweise sej 
erwihnt, da8 bei den Diffusionsversuchen die auf spektrophoto- 
metrischem Wege ermittelten Diffusionskonstanten um nicht mehr 
als 1,5°/, vom Mittelwert abwichen. 

Zur Bestimmung der Himinkonzentration in Cytochrom c-Praparaten 
diente ein Standard von Mesoesterhimochromogen, der aus einer Aufldsung 
von etwa 10 mg Mesohdiminester in 100 ccm Pyridin-Wasser hergestellt 
wurde. 5 ccm wurden im 25 cem-MeBkolben mit Pyridin—Wasser bis nahe 
unter die Marke verdiinnt, dann etwas Hy drosulfitlésung zugesetzt und bis 
zur Marke mit Wasser aufgefiillt. Der Standard wurde stets frisch bereitet. 
Die sichtbare Hauptabsorption des Mesohdmochromogens liegt gegen die 
des Cytochroms c etwas blauwirts verschoben: auch erscheint sie nicht so 
scharf wie die des Cytochroms. Immerhin lassen sich die Ablesungen inner- 
halb 5°/, leicht reproduzieren. Es ist zu bemerken, dab der Vergleich gegen 
Mesohimochromogen ein konventioneller ist, denn wir wissen nichts iiber die 
absolute Extinktion des ins Cytochrommolekiil eingebauten Hamochromogens; 
da aber alle spektrophotometrischen Haiminbestimmungen gegen Mesoester 
als Standard ausgefiihrt wurden, sind die Vergleiche unter sich durchaus 
korrekt. Simtliche Angaben sind iibrigens auf gewéhnliches Hamin (= Proto- 
chlorhimin) umgerechnet. 

Wie Himochromogen lassen sich natiirlich auch Porphyrine 
spektrophotometrieren, doch diirfte hier auch die gewéhnliche 
Colorimetrie ebenso gut zum Ziele fiihren, falls nicht farbende 
Verunreinigungen vorliegen, wie z. B. in den aus der Jodwasserstofi- 
reduktion anfallenden ungereinigten Porphyrinlésungen (vgl. Ab- 
schnitt A, 2). 

Die Vorteile der beschriebenen spektrophotometrischen Methode 
fiir den Laboratoriumsgebrauch liegen neben der einfachen Hand- 
habung vor allem in der raschen Auswertung der Ergebnisse 
wihrend des Arbeitsganges und in der Méglichkeit der Verwendung 
kleiner Substanzmengen, die sich unter Anwendung von Mikro- 
gefiBen noch verringern lassen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, dem 
van't Hoff-Fond, sowie dem Bund der Freunde der Technischen 
Hochschule Miinchen sei auch an dieser Stelle far gewahrte Unter- 
stiitzung ergebenst gedankt. 
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